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I.1 Los plásmidos son entidades independientes de ADN extracromosomal 
El término “plásmido” fue establecido por Joshua Lederberg (Lederberg, 1952) 
para referirse a cualquier determinante extracromosomal que pueda heredarse y tener 
relevancia en las características genéticas del organismo que lo hospeda. Para 
diferenciar a estos elementos de los fagos, se estableció que los plásmidos, además de 
permanecer como elementos extracromosomales, deben poder replicarse de forma 
autónoma. Los plásmidos son elementos más pequeños que los cromosomas 
bacterianos y contienen en su estructura molecular genes que no se encuentran en el 
cromosoma. Si bien estos elementos contribuyen a la diversidad y plasticidad genética 
de los microorganismos, no son, en principio, esenciales para la vida microbiana, y por 
lo tanto, constituyen un recurso genético distinto, dinámico y adicional a los genes 
cromosomales (Frost et al., 2005). 
I.2 Características generales de los plásmidos 
La información codificada en los plásmidos es muy diversa, como también lo 
son sus características. El rango de tamaños de los plásmidos es amplio, desde los muy 
pequeños que sólo contienen la información suficiente para poder sostener su propia 
replicación, como también mega-plásmidos cuyos tamaños son comparables con 
algunos cromosomas bacterianos (Barnett et al., 2001, Spaková et al., 2013). El 
número de copias por cromosoma en que puede encontrarse un plásmido en un 
huésped celular es también muy variable y estará determinado según el mecanismo de 
control de la replicación que posea (Del Solar et al., 1998). Otra característica distintiva 
de los plásmidos es el contenido porcentual de las bases nitrogenadas. Debido al costo 
energético que requiere mantener G y C por sobre A y T, se ha sugerido que el 
porcentaje de GC de los plásmido es siempre un tanto menor que el correspondiente 
al cromosomal del microorganismo de origen. Teniendo en cuenta esto, el contenido 
porcentual de CG de estos elementos resulta de interés cuando se desea determinar el 
origen del replicón o la distancia evolutiva con algún ancestro (Nishida, 2012). 
Los plásmidos pueden entenderse como un conjunto de bloques o módulos 
funcionales que fueron adquiriéndose a un esqueleto molecular común (Thomas, 
2000). Cada uno de estos módulos está compuesto por proteínas involucradas en una 
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determinada función general como replicación, mantenimiento y movilización. La 
restante información adquirida que no cumple ninguna de las tres funciones 
anteriores, se agrupa en un cuarto módulo denominado accesorio o de adaptación. 
Estos cuatro módulos, que serán descriptos más adelante, determinan la naturaleza 
del plásmido y se han utilizado como criterio de clasificación teniendo en cuenta la 
variedad, cantidad, disposición estructural y funcionalidad de los genes que los 
componen. 
Los plásmidos pueden presentar distinta geometría, existiendo elementos 
circulares cerrados y otros de configuración lineal. Los plásmidos lineales fueron 
primero descriptos en Streptomyces sp. (Hayakawa et al., 1979) y al momento existen 
trabajos que describen su presencia en distintos géneros y especies bacterianos y 
eucariotas (Hishinuma & Hirai, 1991, Dib et al., 2010, Kasimatis et al., 2013, Miller et 
al., 2013). Si bien es importante destacar la existencia de este tipo de geometría 
plasmídica, la mayoría de los estudios relacionados a plásmidos están abocados a 
aquellos con geometría circular. En este trabajo de Tesis el estudio de estos elementos 
se enfocó exclusivamente en plásmidos circulares, por los tanto, al utilizar el término 
“plásmido”, se hará referencia exclusivamente a los elementos circulares 
covalentemente cerrados.  
En consecuencia a su naturaleza geométrica, a diferencia de los lineales, los 
plásmidos circulares pueden presentar diferencias en su topología, encontrándose 
generalmente superenrollados. La acción de enzimas que generan cortes (nicks) en una 
de las hebras, generan la relajación de la estructura y los plásmidos pueden entonces 
adquirir una conformación abierta y circular. También, enzimas recombinasas pueden 
actuar y modificar la estructura de plásmidos circulares generando (o resolviendo) 
estructuras multiméricas como así también generando rearreglos intra- o inter- 
moleculares (R. Fernández-López, 2006, Crozat et al., 2015). 
I.3 Módulo de replicación plasmídica 
I.3.1 Características generales de la replicación de plásmidos 
Como se mencionó previamente, para poder permanecer como elementos de 
ADN extracromosomal los plásmidos deben ser capaces de replicarse 
independientemente del cromosoma. Existen distintos mecanismos de replicación de 
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plásmidos que requieren, en su inicio, de factores codificados en su mismo esqueleto 
molecular (Del Solar et al., 1998). Una vez iniciado el proceso, la maquinaria celular del 
huésped toma acción y continúa con la duplicación del material genético. Por último, la 
acción tanto de factores plasmídicos como cromosomales se encargan de los procesos 
de terminación y resolución para la generación de dos copias del material plasmídico. 
El inicio de la replicación plasmídica puede ser dependiente de una proteína de inicio 
de replicación codificada en el propio plásmido (Rep), o independiente de Rep, en 
donde están involucrados ARNs antisentido codificados también en el mismo 
esqueleto molecular. A su vez, de acuerdo a la configuración que adoptan las 
moléculas durante la replicación, se pueden reconocer tres mecanismos de replicación 
de plásmidos circulares: Mecanismo Theta, Desplazamiento de Cadena y Mecanismo 
de Círculo Rodante (Del Solar et al., 1998). 
Independientemente del mecanismo de replicación que adopte la molécula, la 
duplicación del ADN siempre tiene comienzo en un loci determinado que se denomina 
origen de replicación (oriV). Estrictamente, el oriV puede definirse como I) la secuencia 
nucleotídica mínima que puede dar a lugar a la replicación, II) la región en donde se 
produce la desnaturalización de la doble hebra, o III) las bases en donde la cadena 
adelantada comienza la síntesis de la nueva hebra (Lilly & Camps, 2015). De aquí en 
adelante, nos referiremos al oriV cómo a la mínima secuencia nucleotídica que puede 
dar a lugar a la replicación. El oriV contiene en su secuencia señales que son 
reconocidas por las proteínas encargadas de iniciar y prolongar la replicación como así 
también regiones ricas en AT, en donde se produce la desnaturalización inicial de las 
hebras. En muchos casos, es posible reconocer la presencia de iterones, es decir, 
repeticiones directas cortas, generalmente en tándem, dónde es llevado a cabo el 
reconocimiento por parte de las Rep. A su vez, estos iterones también cumplen un rol 
esencial en la regulación de la replicación (Konieczny et al., 2014). La posición relativa 
que adoptan todos estos elementos en este loci determina múltiples arquitecturas o 
configuraciones que pueden o no encontrarse conservadas, incluso cuando las Reps 
involucradas pertenecen a una misma familia. 
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I.3.2 Mecanismo de inicio de replicación Theta 
El mecanismo de replicación Theta, involucra la desnaturalización local de las 
hebras de ADN parentales, la hibridación de oligoribonucleotidos cebadores (primers) 
y la iniciación de la síntesis de ADN  por elongación del cebador, uniendo 
covalentemente al hidroxilo 3’ desoxinucleótidos en dirección 5’-3’. La síntesis de ADN 
es continua en una de las hebras (cadena adelantada) y discontinua en la otra (cadena 
retrasada). Estas ocurren simultáneamente y son llevadas a cabo por ADN polimerasas 
celulares (Lilly & Camps, 2015). 
El inicio de la replicación tiene lugar cuando se produce la desnaturalización 
local de las hebras de ADN. Este proceso, puede ser dependiente de la transcripción 
(mecanismo Rep-independiente) o mediado por proteínas (Rep-dependiente). En el 
último caso, la Rep se une al oriV en los iterones o en repeticiones invertidas 
adyacentes Esta interacción promueve el reclutamiento de otras proteínas celulares 
que resulta en la formación de un complejo que abre las hebras en las zonas 
adyacentes ricas en AT. La apertura de las hebras permite la acción de proteínas 
primasas que sintetizan cebadores de ARN sobre las hebras de ADN que luego serán 
elongadas por la maquinaria de replicación de la célula huésped (Konieczny et al., 
2014). En los plásmidos que presentan un mecanismo Rep-independiente, como es el 
caso de los plásmidos del tipo 
ColE1, la desnaturalización de 
las hebras ocurre durante la 
transcripción (Del Solar et al., 
1998). Estos replicones, 
codifican para un pre-cebador, 
bajo el control de un promotor 
constitutivo denominado P II (Figura I.1). El segmento 3’ del producto de la 
transcripción denominado ARN II, se une establemente por complementariedad de 
bases al ADN molde en el oriV, formando una estructura de bucle denominada R. La 
subsiguiente acción de la RNasaH del huésped sobre el ARN II deja un extremo 3’OH 
libre el cual es reconocido por las polimerasas DNA pol I y III (en ese orden) quienes 
llevan a cabo la polimerización. (Del Solar et al., 1998) (Figura I.2). 
 
Figura I.1 Arquitectura de zona involucrada en replicación de 
plásmidos ColE1. En la figura se muestra la posición de los 
promotores P I y PI y los productos de transcripción ARN I y 
ARN II. Este último, es de mayor longitud y su segmento 3’ 




I.3.3 Mecanismo de inicio replicación por desplazamiento de cadena 
El mecanismo de replicación por desplazamiento de cadena requiere la acción 
conjunta de tres Reps codificadas en el mismo replicón, denominadas RepA, RepB y 
RepC. El oriV está compuesto 
necesariamente por al menos 20 
iterones en tándem y segmentos 
adyacentes ricos en AT y otros en GC. 
Adicionalmente pueden encontrarse 
también pequeñas secuencias 
palindrómicas ssia y ssib  
 
El inicio de la replicación ocurre gracias la interacción específica entre los iterones y 
RepC. RepA, es luego reclutada a la región rica en AT del origen de replicación y su 
actividad helicasa 5’-3’ produce la desnaturalización del ADN. La separación de las 
 
Figura I.2 Inicio de replicación en plásmidos tipo ColE1. A) La unión de ARN II en el oriV genera un 
híbrido ADN-ARN que es reconocido y clivado por la RNAsaH del huésped. B) La polimersa Pol I 
reconoce el extremo 3’OH cebador. C) La acción de Pol I y Pol III elongan la cadena nueva por 
adición de desoxinucleótidos en el extremo 3’. 
 
 
Figura I.3. Generalidades del inicio de 
replicación por mecanismo de 
desplazamiento de cadena. A) 
Reconocimiento y unión de RepC en los 
iterones adyacentes al oriV. 
Reclutamiento de RepA. B) Actividad 
helicasa de RepA deja expuestos los sitios 
ssi. C) RepB reconoce los sitios ssi y 
sintetiza los cebadores en las dos hebras. 
D) RepC y RepB abandonan la burbuja de 
replicación para dar lugar a la maquinaria 
de replicación del huésped. E) Las 
polimerasas celulares Pol I y III elongan 
las cadena adicionando desoxinucleótidos 
a los extremos 3’. Imagen adaptada de 




hebras, deja expuesto los sitios ssi, y de esta manera pueden ser reconocidos por 
RepB, que se une a cada una de las hebras y sintetiza los cebadores que luego serán 
reconocidos por la maquinaria de replicación de la célula huésped. La replicación se 
produce de manera continua por acción de las polimerasas celulares en ambas hebras 
y ocurre gracias al desplazamiento de RepA que permite la desnaturalización local del 
ADN (Del Solar et al., 1998) (Figura I.3) 
I.3.4 Mecanismo de replicación por Círculo Rodante (CR) 
El mecanismo de replicación por Círculo Rodante tiene inicio cuando la Rep 
plasmídica reconoce e interacciona con el oriV doble cadena (ds ori) generando un 
corte monohebra en la que será posteriormente la cadena adelantada. El corte genera 
un oxhidrilo 3’ libre que será 
reconocido como cebador por la 
maquinaria replicativa del huésped. La 
replicación de la cadena adelantada 
tendrá lugar hasta completar una 
vuelta completa y volver a alcanzar el 
ds ori, reconstituido. La Rep catalizará 
la reacción de transferencia de hebra 
liberando una molécula doble cadena 
híbrida donde una cadena proviene del 
plásmido parental y otra fue 
recientemente sintetizada. Esto deja la 
hebra simple parental libre, la cual es 
reconocida por la ARN pol del huésped 
en un segundo oriV, esta vez 
monohebra y distante del anterior. La síntesis de la nueva hebra será llevada a cabo 
nuevamente por la maquinaria replicativa celular. Ambos replicones resultantes 
deberán ser reconocidos por una ADN girasa celular para llegar a su correcta 
conformación supernrollada final (Ruiz-Masó et al., 2015) (Figura I.4). 
Figura I.4. Mecanismo de replicación plasmídica por 
círculo rodante. 1) Reconocimiento y unión de RepB (o 
RepC) al ori doble cadena. 2) Clivaje. 3) Reclutamiento de 
proteínas e inicio de la replicación. 4) Clivaje y liberación. 
5) Conversión a doble cadena. Imagen adaptada de Ruiz-
Masó et al, 2015 
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I.3.5 Regulación de la replicación 
Los mecanismos de replicación plasmídica tienen un control específico que 
determina a su vez el número de copias del replicón dentro de la célula huésped. Los 
elementos de control están codificados por el mismo plásmido, y son los ya 
mencionados factores de iniciación de la replicación. Estos últimos, se encargan de 
mantener la tasa de replicación y de corregir desviaciones del número promedio de 
copias. Existen distintas estrategias bien conocidas para el control de la replicación: 
algunas involucran ARNs antisentido y otras son dependientes de iterones junto a 
factores presentes en trans. Existen también mecanismos híbridos que involucran 
tanto ARNs antisentido como el reconocimiento de repeticiones mediado por 
proteínas. 
Estrategias mediadas por ARNs antisentido 
Las estrategias de control por ARNs antisentido funcionan por mecanismos 
inhibitorios. Estas moléculas son sintetizadas constitutivamente y son poco estables, 
por lo tanto, cualquier alteración en la concentración del plásmido que la codifica, se 
traducirá inmediatamente en una variación en la concentración de la molécula. La 
inhibición se lleva a cabo por medio de distintos mecanismos como: I) Atenuación de la 
transcripción de Reps II) inhibición de la traducción de Reps III) Inhibición de formación 
del complejo cebador-ADN molde (Brantl, 2014). 
I. La atenuación de la transcripción de las Reps tiene lugar cuando el ARNm 
naciente se hibrida al ARN antisentido. Esta unión produce la formación de una 
estructura secundaria atenuadora de la transcripción del tipo Rho 
independiente.  
II. La inhibición de la traducción del mensajero puede darse mediante la unión de 
un ARN antisentido en una región específica del ARNm de la Rep, 
obstaculizando la traducción de un péptido líder acoplado a la traducción. El 
híbrido es consecuentemente reconocido y clivado por la RNAsa III de la 
maquinaria celular. Otra opción involucra la formación de estructuras 
secundarias en los híbridos de ARN que obstaculizan el reconocimiento de los 
ribosomas para acoplar la traducción. 
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III. El mecanismo de inhibición mediante la formación del complejo cebador-molde 
es el encargado de regular la replicación de plásmidos del tipo ColE1 (Actis et 
al., 1999). En este caso, para iniciar la replicación, es necesaria la presencia del 
ARN cebador de 550 pb ARN II. Este oligonucleótido, debe adoptar una 
conformación específica de manera de poder interactuar con el ADN para 
formar el híbrido ADN-ARN que más tarde será reconocido por la RNAsaH del 
huésped. El control del inicio de la replicación estará dado por otra molécula, el 
ARN I, complementario al pre-cebabor ARN II. La unión entre ARN I y ARN II, no 
permite que este último adopte la conformación tridimensional necesaria para 
la interacción con el origen de replicación. Existe también un tercer 
componente, codificado por el plásmido, la proteína Rop, que se encarga de 
mediar la interacción y estabilizar el complejo ARN I-ARN II, inhibiendo de este 
modo la replicación (Figura I.5)  
 
Estrategias reguladas por Iterones 
Los plásmidos que contienen iterones en sus orígenes de replicación pueden 
regular su número de copias mediante dos mecanismos, ambos consistentes en la 
interacción de la Rep con secuencias repetidas en cis en el origen de replicación: I) 
Impedimento estérico de la interacción ARN pol-oriV, II) handcuffing o esposamiento” 
(Del Solar et al., 1998, Konieczny et al., 2014): 
I. La concentración de Rep en el medio celular es proporcional al número de 
copias del plásmido. Cuando la cantidad de moléculas de Rep es alta, dímeros 
de esta proteína son capaces de asociarse a secuencias repetidas invertidas río 
arriba del gen rep (Figura I.6 A). Esta unión es muy estable y le proporciona un 
impedimento estérico a la ARN pol sobre el promotor de rep, anulando de esta 
 
Figura I.5 Regulación del inicio de replicación 
en plásmidos ColE1. A) La interacción ARN I-II 
no permite la formación estable del híbrido 
ARN-ADN en la burbuja de replicación. B) En 
ausencia del ARN I, el ARN II es capaz de 
generar una estructura secundaria y un híbrido 
ARN-ADN estable en la burbuja de replicación, 
que luego será reconocido procesado por la 




forma la transcripción de la proteína. Esta auto-represión transcripcional limita 
la cantidad de moléculas de Rep en el citoplasma celular. Es importante 
destacar que la afinidad de los dímeros de Rep es mucho mayor por las 
repeticiones invertidas en contraposición con las repeticiones directas. Los 
dímeros son capaces de reconocer la simetría entre estas secuencias (Del Solar 
et al., 1998, Konieczny et al., 2014). 
II. Cómo se ha mencionado anteriormente, para dar inicio a la replicación en 
plásmidos que contienen iterones, es preciso contar con la interacción de las 
Reps con las secuencias repetidas en el oriV. Cuando el número de copias del 
plásmido es alto, las moléculas de Rep son capaces de interactuar con los 
iterones de dos moléculas plasmídicas a la vez, o con otras Reps, asociadas a 
otro plásmido. Estas interacciones resultan en compejos plásmido-proteína-
(proteína)-plásmido, que impiden estéricamente el inicio de la replicación (Del 
Solar et al., 1998, Konieczny et al., 2014). 
 
I.3.6 Incompatibilidad plasmídica y rango de huésped 
La regulación del número de copias por célula está controlada por la maquinaria de 
replicación que el plásmido codifica. El control, en todos los casos, está enfocado 
en la inhibición del inicio de la replicación. Tanto el fenómeno de incompatibilidad 
plasmídica, como el rango de huésped de un determinado plásmido, están 
relacionados estrechamente al mecanismo de replicación de cada replicón (Del 
Solar et al., 1998). 
 
Figura I.6 Regulación de la replicación mediada por iterones. A) Mecanismo por inhibición de 
transcripción del gen rep. Dímeros de Rep se unen fuertemente a repeticiones invertidas impidiendo 
estéricamente la unión de la ARNpol celular para la transcripción del gen rep. B) Handcuffing. La unión 
de Rep a los iterones puede resultar en complejos ADN-Rep-(Rep)-ADN que impiden el acceso de la 
maquinaria replicativa a los oriVs. Imagen adaptada de Konieczny et al., 2014. 
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El rango de huésped de un plásmido puede definirse como al grupo de 
microorganismos en donde un plásmido tiene la capacidad de replicar y perpetuarse 
(Jain & Srivastava, 2013). La capacidad de replicar de un plásmido en un determinado 
huésped, dependerá del reconocimiento de la maquinaria replicativa celular sobre el 
plásmido, una vez iniciada el proceso de replicación. Así, cuanto menos factores del 
huésped sean necesario ser reclutados, más autosuficiente será la replicación del 
plásmido, y por lo tanto, mayor su rango de huésped.  
La incompatibilidad plasmídica, se define como la imposibilidad de dos 
replicones de coexistir en una determinada célula, y por lo tanto de ser heredado 
establemente, en ausencia de una presión de selección (Kittell & Helinski, 1993). Este 
fenómeno ocurre cuando dos replicones diferentes comparten su maquinaria 
replicativa. Las proteínas encargadas de llevar a cabo el reconocimiento de los oriVs no 
son capaces de discernir entre un plásmido y otro y generan sesgos en la replicación. 
Este fenómeno provoca cambios en el número de copias de los replicones que se 
traducen en cambios en la probabilidad de herencia de cada replicón (Crozat et al., 
2015) (Figura I.7). En otras palabras, elementos en cis idénticos en ambos plásmidos 
son determinantes de incompatibilidad, pues ambos competirán por el 
reconocimiento de proteínas que se encuentran en cantidades limitantes en el 





La capacidad de un plásmido de replicar en un determinado entorno en 
presencia de otros replicones ha sido utilizada para clasificar a los plásmidos en 
distintos grupos, definiendo de esta forma, distintos grupos de Incompatibilidad (Inc), 
en donde plásmidos incompatibles pertenecen a un mismo grupo (Del Solar et al., 
1998, Shintani et al., 2015). Para poder clasificar a un replicón dentro de un grupo Inc, 
es necesario realizar ensayos funcionales en presencia de otros replicones. Para ello, es 
preciso que los replicones tengan marcadores de selección y la posibilidad de ser 
transferidos de una bacteria a otra. Sin embargo, el hecho de que no todos los 
plásmidos tengan estas características, sumado a la posibilidad de que un replicón 
tenga más un sistema de replicación, hacen que esta clasificación no pueda aplicarse a 
todos los replicones plasmídicos. Las nuevas tecnologías de secuenciación han 
permitido en los últimos años obtener secuencias de genes de proteínas de inicio de 
replicación, así como también las de otros módulos plasmídicos, dando a lugar a 
nuevas estrategias de clasificación. 
I.4 Módulos de movilización plasmídica 
I.4.1 Mecanismo de transferencia horizontal de genes mediada por plásmidos 
Los plásmidos pueden ingresar a los microorganismos por al menos dos 
mecanismos bien conocidos de transferencia horizontal de genes: Transformación y 
 
Figura I.7 Incompatibilidad 
Plásmídica. A y B comparten la 
misma Rep la cual no puede 
diferenciar entre sus oriVs (bloque 
negro). Debido al mayor número 
de copias de A, la Rep reconoce y 
replica más frecuentemente a A 
provocando una disminución del 
número de copias de B. En la 
primer división celular, una de las 
células hijas recibe sólo una copia 
de B y muchas de A. Nuevamente, 
Rep reconocerá más 
frecuentemente a A y en la 
subsiguiente división celular, una 
de las células hijas no recibirá una 
copia de B. Este fenómeno 
prosigue en las subsiguientes 
divisiones celulares provocando la 
pérdida de B en la población. 
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Conjugación, aunque también, se han descripto vías no canónicas de transferencia 
horizontal, como la transmisión célula a célula en vesículas de membrana externa 
(Gaudin et al., 2013, Fulsundar et al., 2014). 
I.4.1.1 Transformación bacteriana 
La transformación es el mecanismo por el cual las bacterias pueden tomar ADN 
desnudo del medioambiente, incorporarlo establemente a su genoma y expresar los 
genes codificados. Este sistema, ampliamente distribuido en arqueas y gran cantidad 
de bacterias (Johnsborg et al., 2007), no sólo se encarga de proveer a la bacteria de 
nucleótidos para la reparación del ADN y su nutrición, sino que también, le permite a 
la bacteria acceder a nuevos componentes para la adaptación a las condiciones 
ambientales cambiantes, que pueden encontrarse codificados en plásmidos (Krüger & 
Stingl, 2011). El proceso de transformación natural se da en bacterias fisiológicamente 
competentes, es decir, deben poseer y regular la expresión de los genes que codifican 
para los componentes de la maquinaria que le permita introducir el ADN exógeno 
dentro del citoplasma bacteriano (Mell & Redfield, 2014). Con excepción de algunas 
bacterias, el estado de competencia tiene una duración limitada y responde a 
condiciones ambientales tales como alteraciones en las condiciones de crecimiento, 
disponibilidad de nutrientes, densidad celular (quórum sensing) o ayuno (Johnston et 
al., 2014). 
I.4.1.2 Conjugación 
La conjugación es un proceso que requiere el contacto directo célula-célula para la 
transferencia de los plásmidos desde una célula donadora a una receptora. Este 
mecanismo es considerado un factor importante para el flujo de genes entre bacterias 
debido al amplio rango de transferencia y replicación que presentan muchos plásmidos 
conjugativos (Lanka & Wilkins, 1995).  
El mecanismo canónico de conjugación en bacterias Gram negativas, puede 
dividirse en tres grandes pasos (Llosa et al., 2002): 
I. Procesamiento: la primera etapa en el proceso de conjugación lo constituye el 
reconocimiento del origen de transferencia (oriT) y el procesamiento del ADN 
de transferencia (ADNt). En este paso, están involucrados los elementos del 
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denominado sistema Dtr, del inglés DNA Transfer and Replication, compuesto 
de elementos en cis (oriT) y en trans (proteínas del relaxosoma). La proteína 
más importante de este sistema, la relaxasa, es la encargada del 
reconocimiento y unión específica a las repeticiones o señales secuenciales en 
el oriT (Lanka & Wilkins, 1995, de la Cruz et al., 2009). 
II. Reclutamiento: llevado a cabo por una proteína acopladora CP (del inglés 
Coupling Protein), que reconoce el complejo del relaxosoma, se une a él y lo 
transporta a la cara interna de la membrana interna donde se acopla al sistema 
secretor (Alvarez-Martinez & Christie, 2009). 
III. Translocación: llevado a cabo por las proteínas del Mpf (del inglés Mating Pair 
Formation o formación del par conjugativo). Esta maquinaria, corresponde a un 
Sistema de Secreción de Tipo 4 (T4SS) que transporta el complejo proteína/ 
ADNt hacia la célula receptora.  Una vez allí, la maquinaria de la célula huésped 
reconoce al ADN monohebra y sintetiza la cadena complementaria, 
completando así, la transferencia del material genético (Alvarez-Martinez & 
Christie, 2009, de la Cruz et al., 2009).  
I.4.2 Módulos de conjugación plasmídica 
Todos los elementos encargados de llevar a cabo el proceso de conjugación 
plasmídica se dividen en dos grandes módulos, de acuerdo a su función: el Dtr, que se 
encarga del procesamiento del ADN que se va a transferir, y el Mpf, que se encarga del 
reclutamiento y transporte a la célula receptora (de la Cruz et al., 1993). 
I.4.2.1. Sistema Dtr 
Compuesto por elementos codificado en el propio plásmido: el oriT, las proteínas 
relaxasas y otras de reconocimiento y procesamiento del oriT: 
Relaxasas 
Las relaxasas son enzimas codificadas por los plásmidos, involucradas tanto en 
la iniciación como en la finalización del procesamiento del ADN a ser transferido por 
conjugación. Esta enzima es la encargada de reconocer secuencias específicas del oriT, 
unirse y catalizar el nick en la hebra que será transferida. Debido a que la generación 
del nick produce la relajación del plásmido superenrollado, se ha denominado al 
complejo proteico asociado como el “relaxosoma” y a la proteína encargada de 
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generar el corte como relaxasa. La reacción catalizada por la relaxasa es una 
transesterificación, y como resultado de ella, el extremo 3’ de la hebra cortada queda 
unido al sitio activo de la enzima (Lanka & Wilkins, 1995). 
El análisis de la secuencias de las relaxasas en base de datos, ha demostrado 
que esta proteínas contienen 3 dominios bien conservados hacia el extremo N-ter, 
relacionados directamente con la función de transesterificación. El denominado 
Motivo I, contiene el sitio activo de la enzima, en donde la presencia de una Tyr es 
esencial para la actividad. El Motivo II contiene una Ser que parecería ser importante 
para interacción no covalente ADN-proteína en el extremo 3’ del sitio de nick. Por 
último, el Motivo, III o Motivo 3H, contiene tres residuos que participarían ayudando al 
ataque nucleofílico de la Tyr del Motivo I al ADN, mediante la activación de la misma y 
por medio del reclutamiento de iones Mg+2  (Lanka & Wilkins, 1995, Francia et al., 
2004) 
El estudio de la relaxasa del plásmido R388, denominada TrwC (R. Fernández-
López, 2006), ha demostrado que puede existir más de una función asociada a las 
relaxasas. En particular, TrwC, contiene además de los tres motivos nombrados 
recientemente, un dominio distinto en su extremo C-ter con actividad helicasa cuya 
funcionalidad es esencial para el procesamiento su oriT (Gonzalez-Perez et al., 2007). 
Estas características bien conservadas en las proteínas relaxasas, han sido de 
utilidad a la hora de clasificar a los plásmidos movilizables y/o conjugativos, de 
acuerdo a las variaciones dentro de los tres motivos ya descriptos Utilizando las 
secuencias de los 300 aa N-ter de las relaxasas en un análisis filogenético, es posible 
reconocer y clasificar a los plásmidos dentro de distintas familias MOB, haciendo a un 
lado clasificaciones basadas en grupos de incompatibilidad (Francia et al., 2004, 
Garcillan-Barcia et al., 2009). 
Origen de Transferencia (oriT) 
El oriT es el único elemento requerido en cis para la transferencia de ADN por 
conjugación y corresponde a la región de reconocimiento y acción de la relaxasa. En 




I. Se sitúa asimétricamente con respecto a los genes de transferencia. En 
consecuencia, ingresan a la célula receptora al final del proceso conjugativo. 
II. Contiene una zona rica en AT donde posiblemente ocurra la desnaturalización y 
apertura de la doble hebra. 
III. Contiene una serie de repeticiones cortas directas y/o indirectas que le 
confieren una estructura secundaria compleja. Estas estructuras estarían 
involucradas en el reconocimiento de proteínas accesorias de unión a ADN 
necesarias para el procesamiento eficiente del plásmido a ser transferido. 
IV. Contiene señales en sus secuencias que le confieren curvaturas intrínsecas 
(DNA bending) que actúan como potenciales sitios de unión de proteínas para 
alterar la estructura local del oriT, de modo de facilitar el acceso de las 
proteínas a la región de corte. 
V. Contiene promotores para la expresión de los genes de transferencia (tra), los 
cuales en muchos casos promueven una transcripción divergente desde el oriT. 
I.4.2.1 Sistema Mpf 
El sistema de formación del par conjugativo, Mpf, funciona como una 
maquinaria secretora del ADN intracelular durante la conjugación bacteriana. Los 
componentes del Mpf comprenden un set mínimo de 10 proteínas conservadas que 
forman un complejo asociado a las membranas, un canal de secreción y un pili, 
necesarios para el establecimiento del contacto íntimo célula-célula. El complejo del 
Mpf requiere de la CP que puede o no estar asociada al Mpf, y que interactúa con el 
ADNt a través del relaxosoma, y lo transporta y acopla al poro de secreción creado por 
las proteínas del Mpf (Schroder & Lanka, 2005). 
Uno de los sistemas de secreción mejor caracterizado en bacterias Gram 
negativas, es el VirB/VirD4 de Agrobacterium tumefaciens (Christie & Cascales, 2005) 
conformado por 11 proteínas del operón virB, y la proteína VirD4 (CP), que pertenece 
al operón virD. Muchos sistemas de secreción de tipo 4 de bacterias Gram negativas 
están compuestos de homólogos de los sistemas VirB y VirD presentando menores o 
mayores variaciones, con la excepción de las familias de proteínas relacionadas a 
VirB4, encargadas de aportar energía al sistema y la VirD4. Estas proteínas siempre se 
encuentran presentes en los T4SS y es debido a su universalidad en plásmidos 
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conjugativos, que son usadas también como criterio de clasificación de plásmidos 
(Alvarez-Martinez & Christie, 2009, de la Cruz et al., 2009). 
I.4.3 Clasificación de plásmidos según sus propiedades de movilización 
De acuerdo a los elementos codificados en los replicones, se ha establecido un 
criterio de clasificación que comprende 3 grandes grupos (Garcillán-Barcia & de la 
Cruz, 2013): 
I. Plásmidos conjugativos o autotransmisibles: son aquellos plásmidos que 
contienen en su genoma todos los elementos necesarios para ser transferido 
por sí mismo de una célula a otra, es decir, tiene un sistema completo del Dtr y 
Mpf.  
II. Plásmidos movilizables: son aquellos plásmidos que sólo contienen el Dtr. Por 
lo tanto, para poder ser conjugados a otra célula, necesitan de la maquinaria en 
trans del Mpf que puede ser aportada por otro replicón. En este caso, el 
plásmido que le confiere esta función de “ayuda” se denomina helper. 
III. No movilizables: son aquellos replicones que no contienen en su esqueleto 
plasmídico ninguno de los dos sistemas, ni Dtr, ni Mpf.  
Si bien la clasificación de plásmidos de acuerdo a sus propiedades de 
movilización es actualmente aceptada, es importante destacar que la conjugación se 
encuentra sujeta a regulación, y este control depende de factores que pueden o no 
estar codificados por el propio plásmido (Torres Tejerizo et al., 2014). Además, existe 
evidencia de que plásmidos de Staphylococcus spp., que no contienen sistemas de Dtr 
y Mpf, son capaces de ser movilizados por plásmidos conjugativos gracias a 
reconocimiento de locus cuyas estructuras secundarias imitan a los oriT de los sistemas 
de Dtr (Ramsay et al., 2016). 
I.5 Módulo de mantenimiento plasmídico 
Existen al menos tres mecanismos activos que aseguran que los plásmidos 
puedan permanecer en el huésped celular, como así también heredarse 
correctamente: la resolución de multímeros, la partición activa, y la muerte post-
segregacional o toxina antitoxina. Los plásmidos pueden tener uno, múltiples, o 
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ninguno de estos sistemas codificados en su esqueleto molecular (Sengupta & Austin, 
2011). 
I.5.1 Resolución de multímeros 
Tanto los plásmidos como los cromosomas circulares son propicios a sufrir 
rearreglos debido a eventos de recombinación homóloga. Estos eventos pueden dar a 
lugar a la formación de moléculas diméricas o multiméricas, en donde dos copias de un 
replicón se fusionan para dar una molécula de mayor tamaño. Los multímeros de 
plásmidos afectan la estabilidad plasmídica al disminuir el número de unidades 
segregacionales independientes (Crozat et al., 2015) (Figura I.8). Los plásmidos de alto 
número de copias se segregan azarosamente, de manera que la probabilidad de que 
una célula hija no herede una copia del replicón es inversamente proporcional a su 
número de copias al iniciar la división celular (Million-Weaver & Camps, 2014). La 
formación de multímeros, disminuye el número de unidades heredables por orígenes 
de replicación y aumenta, la probabilidad de la pérdida de estos plásmidos. Además, 
estos multímeros por poseer más de un oriV, son reconocidos más veces por la 
maquinaria replicativa, por lo tanto su tasa de replicación es mayor en comparación a 
los monómeros. Esta ventaja replicativa, causa la acumulación de multímeros en la 
progenie. Este fenómeno, reconocida como la “catástrofe del dímero”, es responsable 
en gran parte del defecto segregacional y por lo tanto, de la inestabilidad plasmídica 




El mecanismo de resolución involucra enzimas pertenecientes a la familia de la Ser- o 
Tyr-recombinasas, de acuerdo a la naturaleza del aminoácido nucleófilo que se 
encuentre en el sitio activo. Estas proteínas median la recombinación en fragmentos 
pequeños de ADN 30 pb que constituyen las señales de reconocimiento de las 
recombinasas. Cada segmento contiene dos motivos separados por una región central 
en donde se va a producir el corte e intercambio de las hebras. Existen también sitios 
de reconocimiento de otras proteínas accesorias sin las cuales no podría llevarse a 
cabo el proceso y que son importantes en la regulación de la resolución de multímeros 
(Crozat et al., 2015).  
I.5.2 Partición activa 
Los plásmidos de bajo número de copias suelen tener un mecanismo de 
partición activa que les asegura su correcta segregación y herencia estable 
(Schumacher, 2008). Dicho mecanismo, moviliza y posiciona a los plásmidos en polos 
celulares opuestos de manera tal que, al finalizar la división celular, cada célula hija 
recibe al menos una copia del replicón. El mecanismo requiere la acción de dos 
 
Figura I.8. Resolución de multímeros y su impacto en la segregación. La recombinación entre las 
moléculas disminuye el número de unidades segregacionales aumentando la probabilidad de 
pérdida en la división celular. La acción de recombinasas específicas resuelve las moléculas 
multiméricas y reestablece el número de unidades independientes. La probabilidad de que una 
célula hija no reciba una copia del plasmido es calculada como Po= 2 (1-n) donde n=N° de copias del 
plásmido. Imagen adaptada de Crozat et al., 2015. 
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proteínas sobre un loci del tipo centromérico par. Una de las proteínas se denomina 
CBP del inglés Centromere-Binding Protein o proteína de unión a centrómero y se trata 
de una proteína con dominio de unión a ADN que reconoce específicamente al sitio 
par. La segunda proteína involucrada se trata de una proteína motora con actividad 
ATPasa o GTPasa encargada de proveer energía al sistema (Schumacher, 2012, Baxter 
& Funnell, 2014). El primer paso en el mecanismo de partición se da por el 
reconocimiento de CBP sobre el sitio par. La unión de una sola molécula de CBP no es 
suficiente, por lo que es necesario el reclutamiento de más unidades. De esta manera, 
se genera una estructura grande en donde cada molécula de CBP representa un sitio 
de unión para moléculas de la NTPasa. La unión ADN-CBP-NTPasa conforma el 
complejo de partición. La unión ADN-CBP estimula la acción de la NTPasa asociada, la 
cual comienza a funcionar cíclicamente, uniendo e hidrolizando NTPs, obteniendo así 
la energía necesaria para el movimiento del complejo (Figura I.9)(Schumacher, 2012, 
Baxter & Funnell, 2014). 
Los genes que codifican para estas proteínas generalmente se encuentran 
formando un operón y sufren de una autoregulación; una de las proteínas reprime la 
transcripción del operón y la otra estimula la actividad del represor. En general, CBP es 
el represor directo que hace las veces de operador, aunque en algunos sistemas, este 
mecanismo puede estar invertido. Con respecto al sitio par, se ha encontrado que 





El sistema de partición puede ser clasificado basándose en los dominios de 
unión de la NTPasa, como así también en los dominios de unión a ADN de la proteína 
CBP (Baxter & Funnell, 2014).  
I.5.3 Muerte post-segregacional o toxina-antitoxina (TA) 
Muerte post-segregacional es el término utilizado para definir a la muerte 
celular inducida por la pérdida de algún elemento debido a una segregación incorrecta. 
Este mecanismo requiere de dos elementos: uno tóxico que induce la muerte celular, y 
una molécula antitoxina que inhibe la acción de la toxina. Este sistema impone una 
presión sobre la célula que recibe la toxina, de manera que sólo puede sobrevivir en 
presencia del antídoto, el cual deberá ser heredado establemente para la 
supervivencia de la progenie. Los plásmidos utilizan esta estrategia para asegurarse su 
correcta segregación y permanencia dentro de un huésped (Mruk & Kobayashi, 2013, 
Hernández-Arriaga et al., 2014). 
Las toxinas de todos los sistemas toxina-antitoxina, TA, son siempre proteínas, 
mientras que las antitoxinas pueden ser proteínas o pequeños ARNs. En general, las 
toxinas son moléculas más estables que las antitoxinas, por lo tanto permanecen en el 
citoplasma celular por más tiempo que la antitoxina. Cuando la división celular tiene 
lugar, ambas moléculas del sistema TA, que están distribuidas azarosamente en el 
citoplasma, son heredadas por las células hijas. Con el tiempo, las moléculas antídoto 
heredadas se degradarán en contraposición a las toxinas, por lo cual, la actividad 
 
Figura I.9 Sistema de partición activa. Las proteínas CBP reconocen y se unen al sitio par de los 
plásmidos. Posteriormente son reclutadas las NTPasas las cuales se unen a CBP. Esta unión 
estimula la acción de la NTPasa que comienza a polimerizarse a expensas de la hidrólisis de NTPs. 
La polimerización “empuja” a los complejos localizando a los plásmidos en los polos celulares 
previamente a la división celular. Imagen adaptada de Bouet et al., 2007. 
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tóxica de estas últimas se desarrollará. Si la célula hija heredó el plásmido que codifica 
para el sistema TA, la concentración del antídoto nunca disminuirá y por lo tanto, la 
célula sobrevivirá. De esta forma, el replicón se asegura que aquella célula que no haya 
heredado el plásmido, no sea viable (Unterholzner et al., 2013). 
Existen distintos tipos de toxinas que tienen como blanco distintos elementos 
involucrados en procesos del metabolismo celular y/o estructural esencial. La amplia 
variedad de funciones tóxicas atribuidas a estas proteínas, conllevan también a una 
gran variedad de sistemas antídoto para lograr la superviviencia celular. La naturaleza 
y función de las antitoxinas han servido de marco para la clasificación de los módulos 
TA. Al momento, han sido descriptos 5 sistemas diferentes (Unterholzner et al., 2013): 
I.5.3.1 Sistemas Tipo I 
Los sistemas de TA Tipo I son aquellos cuyo antitoxina es un pequeño ARN 
antisentido inestable, complementario al ARNm de la toxina. La unión de ambos inhibe 
la traducción del mensajero al impedir la unión del ribosoma. Algunos sistemas 
contienen además mecanismos adicionales de regulación en donde intervienen otras 
proteínas que pueden ser factores transcripcionales, RNasa H o proteasas (Brantl, 
2012). 
 
I.5.3.2 Sistemas Tipo II 
En estos sistemas, tanto la toxina como la antitoxina son proteínas. La 
interacción entre ambas, conlleva a la neutralización de la actividad tóxica. La toxina es 
una proteína estable; la antitoxina, tiene una vida media corta, gracias a la acción de 
distintas proteasas. Aunque existen excepciones conocidas, en general, los genes que 
codifican para la toxina y antitoxina se encuentran formando un operón en donde la 
antitoxina se ubica río arriba de la toxina. El operón está autoregulado negativamente 
 
Figura I.10 Generalidades del sistema 
TA Tipo I. Todas las antitoxinas de este 
sistema son ARN complementarios al 
producto de transcripción del operón. La 
unión genera un ARN doble cadena que 
impide la traducción del mensajero de la 
toxina por efectos estéricos o por 
degradación. Imagen adaptada de 
Unterholzner et al., 2013. 
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por unión del producto de sus genes a la región promotora, inhibiendo la transcripción 
(Figura I.11). Originalmente los sistemas TA tipo II se clasificaban en función de la 
similitud en la secuencia y estructura, y se asoció a cada antitoxina una toxina del 
mismo grupo o familia. Sin embargo, se han descripto sistemas híbridos en donde un 
mismo operón  contiene codificado toxinas y antitoxinas pertenecientes a distintas 
clases (Unterholzner et al., 2013, Chan et al., 2016). 
 
I.5.3.3 Sistemas Tipo III 
En este sistema, la antitoxina es un ARN, pequeño, cuyo mecanismo de acción 
es diferente a los sistemas Tipo I. En este caso, el gen de la toxina es precedido por una 
serie de repeticiones directas en tándem y una secuencia repetida invertida. El 
producto de transcripción de la zona de repeticiones directas es un ARN cuya 
interacción con la toxina produce la inhibición de su toxicidad. Las repeticiones 
invertidas, generan una estructura secundaria que funciona como terminador de la 
transcripción para el pequeño ARN. La toxina además tiene función endoribonucleasa, 
que cliva al mensajero codificado río arriba para generar el pequeño ARN regulatorio 
(Figura I.12) (Blower et al., 2012). 
 
 
Figura I.11 Sistema TA Tipo II. Los genes 
de este sistema se encuentran 
conformando un operón. La proteína 
antitoxina es capaz de dimerizarse y unir a 
la toxina para neutralizar su actividad. La 
antitoxina es inestable debido a que es 
blanco de la acción de proteasas. El 
operón se halla bajo autoregulación: 
cuando las concentración de toxinas y 
antitoxinas es alta, pueden unirse al 
promotor del operón e impedir su 
transcripción al bloquear a la ARN 
polimerasa del huésped. Imagen 





I.5.3.4 Sistemas Tipo IV 
Este sistema corresponde al módulo ctbA/ctbB de E. coli (Masuda et al., 2012). 
La toxina, interfiere en el metabolismo del citoesqueleto celular al interaccionar con 
proteínas clave para su ensamble. La acción de la antitoxina no tiene como objetivo 
inhibir directamente a la toxina, sino en estabilizar las proteínas que son diana de la 
toxina. Se han descripto también sistemas en donde tanto la toxina como la antitoxina 
tienen como blanco a los ARN mensajeros, ejerciendo su función de 
estabilización/desestabilización de proteínas esenciales para la supervivencia del 
microorganismo. 
I.6.3.5 Sistemas Tipo V 
En este caso en particular, la antitoxina del sistema tiene un dominio con 
actividad endoribonucleasa que reconoce específicamente y cliva el ARNm de la 
toxina, aboliendo así su traducción y consecuente actividad tóxica (Wang et al., 2012). 
I.6 Módulos accesorios 
Además de los módulos funcionales exclusivamente plasmídicos que le 
confieren a la molécula la capacidad de replicarse, permanecer y heredarse 
establemente y movilizarse, los plásmidos pueden contener en su esqueleto molecular 
una gran variedad de genes denominados accesorios (Norman et al., 2009). Debido a 
que los plásmidos no cumplen funciones esenciales para la vida de los 
microorganismos, los genes accesorios plasmídicos, en general tienen funciones del 
metabolismo secundario y su existencia en la célula huésped puede generarle una 
ventaja adaptativa frente a aquellas que no lo contengan. Es por esta misma razón que 
 
Figura I.12 Sistemas TA Tipo III. El producto de transcripción de la zona rio arriba del gen de la 
toxina es clivado por esta última generando pequeños fragmentos de ARN que interactúan con la 




los módulos accesorios de los plásmidos variarán en concordancia con el nicho 
ecológico que ocupe la célula huésped.  
De acuerdo a la función que los módulos accesorios cumplen en el entorno 
celular, pueden agruparse, en grandes rasgos, en los siguientes grupos: 
I. Determinantes de simbiosis: un ejemplo muy claro lo constituyen los plásmidos 
simbióticos de rizobios, pSym. Estos (mega) plásmidos, contienen en su 
esqueleto molecular un grupo de genes accesorios que contienen la 
información necesaria para el establecimiento de una relación simbiótica entre 
las bacterias y las raíces de las leguminosas, en donde los rizobios, son capaces 
de fijar nitrógeno atmosférico en forma de sustratos asimilables a cambio de 
protección y nutrientes aportados por la planta. Si bien estos plásmidos no son 
esenciales para la vida libre de los rizobios, son fundamentales en el 
establecimiento de esta relación simbiótica (Banfalvi et al., 1981, Kondorosi et 
al., 1982). 
II. Determinantes de patogenicidad y/o virulencia: existen plásmidos 
"patogénicos" que por su sola presencia modifican la conducta de la bacteria 
huésped. Estos plásmidos contienen en su estructura genes cuya expresión le 
da a la bacteria huésped la capacidad de invadir un determinado tejido o de 
efectuar una actividad tóxica para su medio circundante, beneficiando la 
persistencia y multiplicación del microorganismo portador del plásmido, y, 
generando consecuentemente, un daño en los organismos superiores blanco 
de ataque de estos microorganismos (Hale, 1991, Wijetunge et al., 2014). 
III. Metabolismo/degradación de compuestos xenobióticos: la capacidad de utilizar 
fuentes de carbono y energía alternativas, como lo son los compuestos 
xenobióticos, muchas veces son adquiridas por los microorganismos por medio 
de plásmidos, los cuales contienen en su esqueleto molecular genes accesorios 
involucrados en rutas metabólicas de degradación de distintos compuestos 
orgánicos. Por lo general, se tratan de plásmidos de alto peso molecular y son 
encontrados en bacterias que han sido expuestas y seleccionadas en ambientes 
contaminados con dichos compuestos. La existencia de estos plásmidos 
constituyen una herramienta biotecnológica de mucha importancia debido a 
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que las propiedades degradativas podrían potencialmente transferirse a 
consorcios microbianos encargados de llevar a cabo procesos de 
biorremediación (Basta et al., 2004, Ghosal et al., 2016). 
IV. Resistencia a antimicrobianos: los plásmidos pueden llevar genes accesorios 
que le permiten a la célula huésped tolerar y resistir a la presencia de 
antibióticos y metales pesados (entre otros antimicrobianos). La gran cantidad 
de mecanismos por los que los microorganismos pueden resistir en estas 
condiciones adversas se traduce en una amplia variedad de genes que pueden 
ser codificados por los plásmidos de resistencia, pudiéndose encontrar 
plásmidos con un sólo gen de resistencia, plásmidos con clusters de genes de 
resistencia, o estructuras especializadas que contienen varios casetes de genes 
de resistencia bajo el control de un solo promotor como los son los integrones 
(Smalla et al., 2006, Carattoli, 2013, Chen et al., 2014, Szmolka et al., 2015). 
Todas las características que presentan los módulos accesorios detallados 
previamente, hacen de los plásmidos elementos independientes especializados en la 
dispersión de la información. Los plásmidos pueden además perder, adquirir o 
modificar su información accesoria, provocando una inmensa variedad de estructuras 
asociadas a los módulos plasmídicos. El movimiento de estos vectores entre 
microorganismos, les proporciona a los huéspedes un nuevo recurso genético que 
permite la adaptación a nuevos ambientes, como así también, la posibilidad de 
intercambio genético intracelular. Por esta razón, los plásmidos son considerados 
elementos claves en los procesos de adaptación y especiación de poblaciones 
bacterianas (de la Cruz & Davies, 2000, Norman et al., 2009). 
I.7 Acinetobacter spp como modelo de estudio 
Los estudios que involucran a bacterias identificadas como Acinetobacter 
baumannii, han cobrado importancia en las últimas décadas debido a la emergencia de 
cepas causantes de brotes de infecciones hospitalarias (Villegas & Hartstein, 2003, 
Scott et al., 2007, Kempf & Rolain, 2012). A pesar de ser considerado un patógeno 
oportunista, actualmente se encuentra dentro del grupo de patógenos ESKAPE 
(acrónimo para Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y Enterobacter spp.) que 
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constituyen una de las causas más importantes de infecciones nosocomiales en 
pacientes hospitalizados  inmunodeprimidos (Santajit & Indrawattana, 2016). Si bien 
inicialmente se ha descripto a las especies A. baumanni o al complejo A. 
calcoaceticus/baumannii como los responsables de las infecciones hospitalarias; 
gracias a las nuevas tecnologías de tipificación y secuenciación para la identificación de 
microorganismos, existen hoy numerosos trabajos que describen también a otras 
especies del género como agentes causales de infecciones hospitalarias (Visca et al., 
2011, Rit & Saha, 2012, Townsend et al., 2015). 
La razón por la que Acinetobacter spp. se ha convertido en un género de 
relevancia clínica se debe a que han desarrollado una increíble capacidad de sobrevivir 
bajo múltiples condiciones ambientales como la baja disponibilidad de agua y 
nutrientes, amplios rango de pH y en particular, en los ambientes hospitalarios, bajo 
intensa presión de selección debido al uso continuo de desinfectantes y 
antimicrobianos (Bergogne-Berezin & Towner, 1996). Estas habilidades se 
corresponden a la adquisición e incorporación de genes accesorios al genoma, cuyos 
productos funcionales les confieres a las bacterias estas ventajas adaptativas (Imperi et 
al., 2011). Dentro de estos genes adquiridos, se encuentran los genes de resistencia a 
antimicrobianos. La incorporación de estos últimos han llevado a bacterias de este 
género a convertirse en individuos multi/pan resistentes, es decir, a presentar 
resistencia a todas las familias de antibióticos conocidas en la actualidad, haciendo 
muy difícil su erradicación en ambientes hospitalarios (Chuang et al., 2014, Hanif et al., 
2016, Leite et al., 2016, Pan et al., 2016). 
Las bacterias del género Acinetobacter en general son portadoras de plásmidos 
cuyos tamaños y contenido son variables y pueden transferirse horizontalmente. Por 
este motivo, es de esperar que los plásmidos sean responsables de la presencia de 
gran cantidad de información accesoria en su pangenoma, como también a la 
evolución hacia el fenotipo de multi/panresistencia (Imperi et al., 2011). Estas 
características convierte a Acinetobacter spp. en un blanco interesante de estudio y un 
modelo adecuado para investigar acerca de la evolución de los genomas bacterianos 
mediado por plásmidos. 
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Los trabajos publicados sobre plásmidos de Acinetobacter spp. se hallan en su 
mayoría asociados a la dispersión de los genes de resistencia a antibióticos (Hamidian 
et al., 2012, Nigro & Hall, 2014, Nigro & Hall, 2015, Nigro et al., 2015, Ou et al., 2015, 
Yoon et al., 2015, Da Silva & Domingues, 2016, Nigro & Hall, 2016, Rao et al., 2016, 
Wang et al., 2016, Wang et al., 2016). En éstos, se hace especial hincapié en la 
búsqueda de genes de resistencia a antimicrobianos y a la descripción de su contexto 
genómico, es decir, la presencia y disposición estructural de Secuencias de Inserción 
(IS), transposones, puntos de recombinación sitio específica, genes de proteínas de 
inicio de replicación, como así también de genes relacionados a la transferencia 
conjugativa y algunos relacionados al mantenimiento plasmídico. En general, estos 
trabajos fueron realizados sobre plásmidos individuales pertenecientes a aislamientos 
multiresistentes de Acinetobacter spp. de relevancia clínica. Los trabajos publicados 
por Bertini et al., 2010 y Jurėnaitė et al., 2013, si bien están realizados también sobre 
cepas clínicas de A. baumannii, son los únicos estudios en donde se hace foco en 
módulos plasmídicos no accesorios: el primero, describe la tipificación de plásmidos 
por PCR basado en la presencia de zonas de similitud de secuencia en Reps y el 
segundo trabajo, corresponde a la identificación y descripción de módulos de TA 
hallados en plásmidos y cromosomas de A. baumanni. Por otra parte, el único estudio 
integral realizado sobre plásmidos de Acinetobacter spp. en general, corresponde al 
publicado por Fondi et al., 2010, en donde se describe la información asociada al pan-
plasmidoma de estas bacterias y a la relación encontrada entre los replicones 
plasmídicos y cromosomales, poniendo en evidencia el intercambio de información  
entre estos y la importancia de estos rearreglos en la evolución de los genomas de 




I.8 Objetivo General 
Los plásmidos pueden ser considerados como un ensamble de distintos 
módulos funcionales característicos que le confieren su identidad (Thomas, 2000). Los 
plásmidos pueden contener en su secuencia genes de proteínas con funciones 
plenamente plasmídicas (replicación, movilización y mantenimiento), como así 
también módulos accesorios que le confieren al microorganismo huésped alguna 
función beneficiosa para competir por un nicho ecológico. Estos plásmidos, cumplen 
una función particular y necesaria para la supervivencia del organismo bajo distintas 
condiciones de estrés. En este marco, se han descripto numerosos genes accesorios, 
que incluyen determinantes de patogenicidad y virulencia, operones de degradación 
de compuestos xenobióticos, determinantes de simbiosis, y resistencia a 
antimicrobianos, entre otros. 
El fenotipo de multiresistencia a antimicrobianos ha tenido un impacto muy 
grande en las últimas décadas, debido a la presencia de estos genes en bacterias 
intrahospitalarias (Zavascki et al., 2007, Jean & Hsueh, 2011, Magiorakos et al., 2012). 
Cuando esta información alcanza a los elementos móviles como los plásmidos, la 
dispersión de esta información dentro de la comunidad bacteriana cobra lugar 
rápidamente, dando a lugar a epidemias de bacterias multiresistentes (Woodford et 
al., 2011, Halachev et al., 2014, Verroken et al., 2014, Eldholm et al., 2015).  
Debido a la capacidad de los plásmidos de movilizarse, replicarse y mantenerse 
autónomamente, como así también de adquirir nueva información genética, se han 
convertido en vehículos especializados en la transmisión de dicha información y por lo 
tanto en un blanco importante de estudio para diseñar estrategias de control de la 
diseminación de resistencia a antimicrobianos (Tabone et al., 2014, Getino et al., 
2016). 
Las bacterias pertenecientes al género Acinetobacter han cobrado en los 
últimos años relevancia clínica, debido a la aparición frecuente de cepas multi/pan 
resistentes asociadas a infecciones hospitalarias (Villegas & Hartstein, 2003, Scott et 
al., 2007, Zarrilli et al., 2013, Halachev et al., 2014). Este fenotipo de resistencia ha sido 
asociado a la adquisición de información por transferencia horizontal de genes, en 
donde los plásmidos son protagonistas principales. El estudio de la biología de estos 
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replicones puede proporcionar nueva evidencia molecular que ayude a comprender el 
peso de la transferencia horizontal de plásmidos en la dinámica de transferencia de 
ADN en general y de resistencia en particular, como así también en la adaptación de 
estas bacterias a los distintos nichos ecológicos que ocupa. 
Por lo mencionado anteriormente, en este trabajo de Tesis doctoral se 
propone caracterizar molecular y funcionalmente a plásmidos de bacterias del 
género Acinetobacter aisladas de ambientes naturales e intrahospitalarios.  
I.8.1 Objetivos específicos 
En el marco del objetivo general expuesto, en la presente Tesis Doctoral se 
establecen los siguientes objetivos específicos: 
 Identificación de aislamientos de Acinetobacter spp. de origen hospitalario 
portadores de plásmidos. 
 Obtención y caracterización de una colección ambiental de Acinetobacter spp. 
Evaluación de su contenido plasmídico.  
 Purificación y secuenciación del conjunto de plásmidos de las colecciones 
bacterianas.  
 Análisis bioinformático, filogenético y funcional de los módulos plasmídicos.  
 Comparación de los módulos plasmídicos pertenecientes a las colecciones 

















 II.1 Cepas Bacterianas 
Las bacterias utilizadas en este trabajo y sus características más relevantes se 
muestran en la Tabla II.1 En la Tabla II.2 se muestran los aislamientos de origen 
hospitalario y en la Tabla II.3 se muestras los aislamientos portadores de plásmidos de 
la colección ambiental. 
Tabla II.1 Cepas bacterianas 
 
Tabla II.2 Aislamientos hospitalarios de Acinetobacter spp. 
 
Tabla II.2 (Continuación) 
Denominación Identificación Origen Hospital 
1 A. baumannii Hemocultivo 1 
2 A. baumannii Manos personal 1 
3 A. baumannii Exudado nasal 1 
4 A. baumannii Urocultivo  1 
5 A. baumannii Catéter 1 
6 A. baumannii Superficie 1 
7 A. baumannii Superficie 1 
8 A. baumannii Lavado broncoalveolar 1 
9 A. baumannii Exudado nasal 1 
10 A. baumannii Superficie  1 
11 A. baumannii Lavado Broncoalveolar 1 
12 A. baumannii Hemocultivo + catéter 1 
13 A. baumannii Lavado broncoalveolar 1 
14 A. baumannii Hemocultivo + catéter 1 
15 A. baumannii Lavado broncoalveolar 1 
16 A. baumannii Secreción respiratoria 1 
17 A. baumannii Hemocultivocultivo 1 
18 A. baumannii Hemocultivocultivo 1 
19 A. baumannii Lavado broncoalveolar 2 
20 A. baumannii Lavado broncoalveolar 2 
21 A. baumannii No informado 2 
22 A. baumannii No informado 2 
23 A. baumannii Aspiración Traqueal 2 
24 A. baumannii Lavado broncoalveolar 2 
25 A. baumannii Lavado broncoalveolar 2 
26 Acinetobacter spp. Urocultivo 2 
27 Acinetobacter spp. Esputo 2 
28 Acinetobacter spp. No informado 2 
29 Acinetobacter spp. Lavado broncoalveolar 2 
30 Acinetobacter spp. Urocultivo 2 
31 A. baumannii Lavado broncoalveolar 3 
32 A. baumannii Piel/Quemadura 3 
33 A. baumannii Lavado broncoalveolar 3 
34 A. baumannii Lavado broncoalveolar 3 
35 A. baumannii Lavado broncoalveolar 3 
36 A. baumannii Lavado broncoalveolar 3 
 
Cepa Características relevantes Referencias 
E. coli HB101 pro, leu, thi, lacY, endA, recA, hsdR, hsdM, RifR, SmR. (Boyer & Roulland-dussoix, 1969) 
E. coli DH5α recA1, endA1, 80d, lacZ, dm15 Bethesda Laboratory 
E. coli S17-1 294 recA, RP4 integrado en cromosoma, TcR (Simon et al., 1983) 





Tabla II.3 Aislamientos ambientales de Acinetobacter spp. portadores de plásmidos 
 
 
Denominación Identificación Origen 
5 A. johnsonii Zona 1 
11 A. radioresistens Zona 1 
13 A. johnsonii Zona 1 
21 A. johnsonii Zona 1 
28 A. johnsonii Zona 1 
30 A. johnsonii Zona 1 
31 A. johnsonii Zona 1 
37 A. johnsonii Zona 1 
38 A. johnsonii Zona 1 
39 A. johnsonii Zona 1 
40 A. tandoii Zona 1 
45 A. johnsonii Zona 1 
C2 A. johnsonii Zona 2 
C4 A. towneri Zona 2 
C11 A. radioresistens Zona 2 
C13 A. towneri Zona 2 
C14 A. towneri Zona 2 
C16 A. towneri Zona 2 
C17 A. towneri Zona 2 
C18 A. tandoii Zona 2 
C19 A. castellii Zona 2 
C20 A. calcoaceticus Zona 2 
C21 A. tandoii Zona 2 
C23 A. lwofii Zona 2 
C24 A. radioresistens Zona 2 
C25 A. towneri Zona 2 
C26 A. towneri Zona 2 
 
Denominación Identificación Origen Hospital 
37 A. baumannii Líquido cefaloraquídeo 4 
38 A. baumannii Hemocultivo 4 
39 A. baumannii Hemocultivo 4 
40 A. baumannii Cultivo/Catéter 4 
41 A. baumannii Cultivo/Catéter 4 
42 A. baumannii Hemocultivo 4 
43 A. baumannii Hemocultivo 4 
44 A. baumannii Líquido Pleural 4 
45 A. baumannii Hemocultivo 4 
46 A. baumannii Lavado broncoalveolar 4 
47 A. baumannii Catéter 4 
48 A. baumannii Cultivo/Catéter 4 
49 A. baumannii Líquido Pleural 4 
50 A. baumannii Hueso 4 
51 A. baumannii Herida  4 
52 A. baumannii Músculo 4 
53 A. baumannii Hemocultivo 4 
54 A. baumannii Hueso  4 
55 A. baumannii Lavado broncoalveolar 4 
56 A. baumannii Orina 4 
57 A. baumannii Hemocultivo 4 
58 A. baumannii Aspiración traqueal 4 
59 A. baumannii Punción piel/partes blandas 4 
60 A. baumannii Aspiración Traqueal 4 
61 A. baumannii Lavado broncoalveolar 4 
62 A. baumannii Cultivo/Catéter 5 
63 A. baumannii Lavado broncoalveolar 5 




Tabla II.3 (continuación) 
 
II.2 Plásmidos 
Los plásmidos utilizados en este trabajo y sus características más importantes 
se muestran en la Tabla II.4. 
Tabla II.4 Plásmidos utilizados en este trabajo  
 
Plásmido Características relevantes Referencias 
pK18  Vector de clonado, KmR (Pridmore, 1987) 
pK18mob Vector de clonado, mob, KmR (Schäfer et al., 1994) 
R751 TpR.IncPβ helper de conjugación (Jobanputra & Datta, 1974) 
R388 TpR.IncW helper de conjugación (Llosa et al., 1991) 
RN3 TcR.IncN helper de conjugación (Gotz et al., 1996) 
RK600 CmR.IncP1α helper de conjugación (Kessler et al., 1992) 
pIHX* Plásmido Intrahospitalario Este trabajo 
phIHY** Probable fago Intrahospitalario Este trabajo 
 
Denominación Identificación Origen 
C28 A. towneri Zona 2 
C33 A. johnsonii Zona 2 
C34 A. tandoii Zona 2 
C35 A. johnsonii Zona 2 
C41 A. towneri Zona 2 
C42 A. towneri Zona 2 
C43 A. johnsonii Zona 2 
C45 A. lwofii Zona 2 
C48 A. calcoaceticus Zona 2 
C54 A. johnsonii Zona 2 
C55 A. towneri Zona 2 
C59 A. junii Zona 2 
C62 A. tandoii Zona 2 
D22 A. johnsonii Zona 3 
D46 A. johnsonii Zona 3 
D61 A. johnsonii Zona 3 
D66 A. johnsonii Zona 3 
D80 A. guillouiae Zona 3 
D82 A. guillouiae Zona 3 
D83 A. johnsonii Zona 3 
D84 A. johnsonii Zona 3 
D85 A. tjernbergiae Zona 3 
D88 A. guillouiae Zona 3 
D89 A. guillouiae Zona 3 
D90 A. Junii Zona 3 
D93 A. Junii Zona 3 
E1 A. tandoii Zona 4 
E14 A. towneri Zona 4 
E19 A. johnsonii Zona 4 
E20 A. towneri Zona 4 
E31 A. towneri Zona 4 
E53 Acinetobacter sp.  Zona 4 
Zona 1: 34° 54’ 20’’ S, 57° 56’ 0,5’’ O; Zona 2: 34° 54’ 27’’ S, 57° 56’ 26,5’ ’O; Zona 3: 34° 53' 




Tabla II.4 (continuación) 
 
II.3 Medio de Cultivo 
II.3.1 Medios para crecimiento bacteriano 
Los medios de cultivo utilizados en este trabajo, así como su composición 
detallada, se indican en la Tabla II.5. Todos los medios fueron llevados a volumen con 
agua destilada. La esterilización se llevó a cabo en autoclave a 121°C por 20 minutos a 
1 atm de sobrepresión.  
Tabla II.5 Composición de medios de cultivo 
 
II.3.2 Medios de conservación bacterianos 
Para conservar a largo plazo las bacterias, éstas se cultivaron hasta fase 
logarítmica tardía en el medio adecuado y se suplementaron con glicerol al 50% (v/v) y 
25% (v/v) para su conservación a -20°C y -80°C respectivamente. Para uso rutinario, 
alícuotas de estas reservas se hicieron crecer en medio sólido con el/los antibióticos 
correspondientes. 
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Peptona de soja 5g 
KH2PO4-Na2HPO4 0,2M 
 
Hidrolizado ácido de caseína 15g 






*Las cantidades indicadas corresponden a la preparación de 1 l de cultivo 
Plásmido Características relevantes Referencias 
pMob6 KmR. Derivado de pK18 que posee clonado Dtr de pIH6 Este trabajo 
pMob7 KmR. Derivado de pK18 que posee clonado el Dtr de pIH7 Este trabajo 
p7_Rep3 KmR. Derivado de pK18mob que posee clonado el oriV de la Rep_3 de  pIH7 Este trabajo 
p8_Rep3 KmR. Derivado de pK18mob que posee clonado el oriV de la Rep_3 de  pIH8 Este trabajo 
p16_Rep3 KmR. Derivado de pK18mob que posee clonado el oriV de la Rep_3 de  pIH16 Este trabajo 
*X e Y corresponden a los números con los que se identificaron a los replicones 
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II.4 Condiciones de cultivo 
Los cultivos líquidos se incubaron en todos los casos en agitación a 180 rpm. Las 
cepas de Escherichia coli fueron incubadas a 37°C, tanto en medio líquido como en 
sólido. Las cepas de origen hospitalario, fueron incubadas a 37°C. Los aislamientos de 
bacterias de suelo fueron incubados a 30°C. 
II.5 Antibióticos 
Los antibióticos, cuando se requirieron, fueron adicionados a los medios de 
cultivo a partir de soluciones concentradas de los mismos preparados en agua 
destilada salvo para los casos de tetraciclina, cloranfenicol y cicloheximida, en donde 
se utilizó etanol; y rifampicina y trimetoprima en los que se utilizó metanol como 
solvente. Las soluciones preparadas en agua se esterilizaron por filtración empleando 
membranas de nitrocelulosa de 0,2 µm de tamaño de poro. Las concentraciones 
utilizadas fueron las siguientes: 10 μg/ml tetraciclina (Tc), 50 μg/ml kanamicina (Km), 
20 μg/ml trimetoprima (Tp), 20 μg/ml cloranfenicol (Cm), 100 μg/ml rifampicina (Rif). 
II.6 Técnicas microbiológicas 
II.6.1 Conjugaciones biparentales 
Las conjugaciones fueron realizadas empleando la técnica de Simon et al., 1983 
con modificaciones menores según se indica a continuación. En un microtubo de 
polipropileno de 1,5 ml se mezclaron 0,7 ml de un cultivo de la cepa donadora (DO600 nm 
= 0,4 - 0,5) con 0,7 ml de un cultivo de igual densidad óptica de la cepa receptora. La 
mezcla fue luego centrifugada a 640 g durante 8 minutos y el sedimento fue 
resuspendido suavemente en aproximadamente 50 l de medio líquido LB. La 
suspensión fue colocada en una caja de Petri con medio LB (sin antibióticos) e incubada 
a 37C ON. La mezcla de bacterias fue finalmente resuspendida en medio LB líquido y 
sembrada en medio LB sólido suplementado con distintos antibióticos para seleccionar 
los transconjugantes. En todas las conjugaciones se realizaron los controles 
correspondientes a la bacteria donadora y la receptora. 
II.6.2 Conjugaciones triparentales 
Las conjugaciones triparentales fueron llevadas a cabo de manera similar a las 
biparentales, con la diferencia de que se utilizó 0,5 ml de los cultivos bacterianos de la 
37 
 
cepa donadora y de la receptora y se agregó además 0,5 ml de cultivo en fase 
logarítmica de una cepa helper (de ayuda).  
II.6.3 Tinción de Gram 
Se tomó una pequeña alícuota de un cultivo bacteriano líquido crecidos ON se 
dispuso en un portaobjeto. La muestra se extendió, secó y fijó con calor. La muestra se 
cubrió durante 2 minutos con solución de Cristal Violeta al 1%. Luego de escurrir se 
cubrió con solución de mordiente Lugol durante 30 segundos. Este paso se repitió otra 
vez. Una vez escurrido el mordiente, se decoloró la muestra con alcohol-acetona y se 
lavó con abundante agua. Finalmente, la muestra fue cubierta con solución de Fucsina 
al 0,1% por 2 minutos. Luego de escurrir, la muestra se dejó secar a temperatura 
ambiente y se observó al microscópio óptico con objetivo de inmersión. 
II.6.4 Determinación de movilidad natatoria 
Alícuotas de 10 µl de cultivos líquidos crecidos ON a 30°C fueron dispuestas 
sobre un portaobjeto, cubiertas con cubreobjetos y fueron observadas sin tinción al 
microscopio óptico usando el objetivo de inmersión. 
II.6.5 Ensayo de Oxidasa 
Alícuotas de 1 ml de cultivo líquido ON en medio Baumann fueron trasvasadas 
a tubos de ensayo estériles para la determinación de la presencia de la enzima 
citocromo C oxidasa utilizando Discos de Oxidasa Britania siguiendo las indicaciones 
del fabricante. 
II.6.6 Preparación de células electrocompetentes 
Se siguió la técnica de Tung & Chow (1995) con pequeñas modificaciones. Se 
inocularon 500 ml de medio LB sin NaCl con 1 ml de un cultivo ON de la cepa de E. coli 
DH5α. El cultivo fue incubado a 37C y agitado hasta que la DO600 nm llegó a 0,8 
unidades. Las células fueron centrifugadas a 4.000 g por 15 minutos a 4C y se lavaron 
2 veces con 200 ml de glicerol 10% a 4 C. Luego, las células se resuspendieron 
suavemente en 0,5 ml de glicerol al 10% y se fraccionaron en alícuotas de 100 µl, las 
cuales fueron almacenadas a -80°C. 
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II.6.7 Transformación bacteriana 
Las electrotransformaciones fueron llevadas a cabo usando un equipo Gene 
Pulser (Bio-Rad) en cubetas de 0,2 ml bajo las condiciones recomendadas por el 
fabricante (25 F, 200, 2,5 kV). Luego de la electrotransformación se adicionó 
inmediatamente a las células 1 ml de medio LB líquido y la mezcla se incubó 1 h a 37 C 
para permitir la expresión de la información contenida en el ADN plasmídico 
incorporado. Finalmente, las células fueron plaqueadas en medio LB sólido selectivo y se 
incubaron a 37 C. 
II.6.8 Recuento de bacterias  
El recuento del número de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) se determinó 
por el método de recuento de gotas en placa (Herigstad et al., 2001). Para ello, se 
realizaron diluciones seriadas en solución fisiológica estéril del cultivo cuyo número de 
UFC se quiso determinar. Para cada dilución, se sembraron 10 gotas de 10 µl cada una 
en medio LB sólido (conteniendo o no antibiótico según el caso). Luego se incubó 
durante 24 hs a 37°C y pasado este tiempo se contaron las colonias en cada gota. En 
aquellas diluciones en las que se visualizaron entre 1 y 20 colonias, se realizó un 
promedio de las 10 gotas y se refirió al número de UFC/ml teniendo en cuenta el factor 
de dilución aplicado. 
II.7 Técnicas moleculares 
II.7.1 Obtención de ADN genómico para su uso en PCR 
Para cada cepa, se partió de una colonia aislada y se resuspendió en 300 μl de 
una solución de NaCl 1 M. Luego se incubó a 25°C por 15 minutos, mezclando en 
vórtex en distintas oportunidades. Posteriormente se centrifugó 3 minutos a 17.000 g 
y los pellets se lavaron con 300 μl de agua destilada estéril. Luego se resuspendieron 
los pellets en 150 μl de resina Chelex (BioRad) al 6% p/v y se los incubó por 20 minutos 
a 56°C y luego durante 8 minutos a 100°C. Finalmente, se centrifugó a 17.000 g por 3 
minutos y se utilizó el sobrenadante como molde para las reacciones de PCR.  
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II.7.2 Preparación de ADN plasmídico 
II.7.2.1 Obtención a pequeña escala (“miniprep”) 
Los plásmidos de E. coli fueron preparados por la técnica de lisis alcalina 
descripta por J Sambrook, con la siguiente modificación: luego de realizar la lisis 
alcalina y la neutralización se recogió el sobrenadante y se le agregó la cantidad 
apropiada de una suspensión de sílica (1,33 g/ml SiO2). Se estima una capacidad de 
unión de 200 ng de ADN/µl de suspensión. Se centrifugó 10 segundos a máxima 
velocidad y se lavó tres veces con 500 μl de solución de lavado (NaCl 50 mM, Tris 10 
mM pH=7,5, EDTA 2.5 µM, etanol 50%). Luego se hizo una centrifugación final a 
máxima velocidad y el pellet se secó al aire. La elución se realizó agregando el volumen 
deseado de TE o agua, incubando 5 minutos a 60 C; luego se centrifugó y se recuperó 
el sobrenadante. 
II.7.2.2 Obtención de ADN a gran escala para secuenciamiento masivo 
La preparación de plásmidos a gran escala se realizó utilizando dos 
metodologías distintas, dependiendo del origen de la muestra:  
Técnica de Kieser 
 Los plásmidos de bacterias hospitalarias fueron aislados siguiendo la técnica 
descripta por Kieser (1984). En breve, 20 ml de cultivo bacteriano crecido ON en LB a 
37°C se centrifugaron durante 10 minutos a 13.000 rpm. El pellet fue resuspendido y se 
procedió a la lisis utilizando una solución de lisozima 2 mg/ml en TE (Tris 10 mM, EDTA 
1 mM, pH=8,0) y solución alcalina 2% SDS/NaOH 0,3M durante 50 minutos a 55°C. Se 
realizó la extracción de proteínas con solución de fenol/cloroformo, se centrifugó 
nuevamente 10 minutos a 13.000 rpm y la fase acuosa fue transferida a microtubos 
con acetato de sodio 3M. El ADN de la muestra se precipitó agregando isopropanol 
incubando a temperatura ambiente durante 10 minutos y luego centrifugando a la 
misma velocidad durante 10 minutos. La muestra nuevamente fue resuspendida en TE 
(10:1) y sometida a una nueva extracción de proteínas usando acetato de sodio 3M y 
solución neutralizada de fenol/cloroformo, seguida de la precipitación del ADN de la 
fase acuosa usando la misma metodología anterior. El pellet resultante se resuspendió 
en TE (10:1) y solución de espermina 10 mM. Se dejó reposar la muestra por 5 minutos 
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a temperatura ambiente y nuevamente se centrifugó. El pellet se resuspendió en 
acetato de sodio 0,3 M, MgCl2 10 mM y se sometió a una última precipitación de ADN 
utilizando etanol e incubando por 60 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, la 
muestra se centrifugó a 13.000 rpm por 10 minutos y el pellet fue resuspendido en 
agua bidestilada estéril. 
Extracción de ADN total enriquecido en ADN plasmídico  
Los plásmidos de bacterias ambientales fueron aislados empleando la técnica 
descripta por Jouanin et al. (1981). Muestras de 50 ml de cultivo bacteriano en LB 
líquido crecidos ON a 30°C en agitación se centrifugaron a 5.000 g durante 5 minutos. 
Las células se trataron con sarcosyl 0,1% en TE (Tris 50 mM, EDTA 20 mM, pH=8,0), se 
centrifugaron y se lavaron con la misma solución dos veces. Las células resuspendidas 
en TE (50:20) se lisaron con SDS a una concentración final de 1% y 5 mg/ml de pronasa 
a 37C durante 2 hs. La lisis se llevó a pH=12,45 adicionando NaOH 3N paulatinamente 
y agitando suavemente. Una vez alcanzado el pH se dejó en reposo durante 20 - 30 
minutos, para luego neutralizar con Tris (2 M, pH=7) hasta alcanzar un pH de 8,5. La 
preparación se incubó en hielo 15 minutos y se añadió NaCl 5 M hasta una 
concentración final de 1 M. Después de 1 h a 0 – 4 C se sedimentaron los restos de 
proteínas y ADN cromosómico centrifugando 30 minutos a 6.500 g. El sobrenadante se 
precipitó añadiendo polietilenglycol (PEG 6000) al 20% hasta una concentración final 
de 10% dejándolo durante toda la noche a 4C. El ADN enriquecido en plasmídos se 
recogió centrifugando a 2.500 g 10 minutos y el precipitado se resuspendió en TE 
(50:20). 
Gradiente isopícnico de CsCl-bromuro de etidio 
Las muestras de ADN fueron sometidas a un gradiente de CsCl-bromuro de 
etidio para la eliminación de ADN cromosomal (J Sambrook). Para ello, se añadió 1 g de 
CsCl sólido por cada 1 ml de solución de muestra. Posteriormente se adicionó bromuro 
de etidio disuelto en TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH=8,0) hasta llegar a una 
concentración final de 400 µg/ml. La suspensión se transfirió a tubos apropiados 
(Beckman) para someterlos nuevamente a una centrifugación durante 72 hs a 100.000 
g a 20C. La banda inferior, correspondiente al ADN plasmídico, fue recogida usando 
una aguja y perforando por debajo de la banda. Se utilizó luz UV de 360 nm para 
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mejorar la observación. La eliminación del bromuro de etidio se consiguió agregando 
un volumen igual de n-butanol saturado en agua. Se mezcló y se extrajo la fase 
superior. El proceso se repitió 4 veces hasta desaparición de todo el color rosado de la 
solución acuosa. A ésta se le agregaron 2 volúmenes de agua y se precipitó el ADN con 
6 volúmenes de etanol a 4C durante una noche. Pasado este tiempo, se centrifugó a 
15.000 g 20 minutos; se lavó el precipitado 2 veces con etanol al 70% y se resuspendió 
en agua bidestilada estéril. 
II.7.3 Electroforesis de ADN 
II.7.3.1 Separación e identificación de fragmentos de restricción o de amplificación 
por PCR  
La verificación de la calidad de las preparaciones de ADN y la separación de 
fragmentos de restricción se llevó a cabo mediante electroforesis horizontal en geles 
de agarosa de concentración entre 0,8% y 1,5% en buffer TBE (Tris 89 mM, EDTA Na2 
2,5 mM, H3BO3 89 mM, pH=8,2). Este mismo buffer se utilizó como solución de corrida. 
El voltaje de trabajo varió entre 50 y 120 volts/cm según los tamaños a separar. Como 
solución de siembra se utilizó sacarosa 40% y azul de bromofenol 0,25% en una 
relación de 5 µl solución de ADN en agua o TE / µl solución de siembra. El agregado de 
0,5 µg/ml de bromuro de etidio a los geles de agarosa permitió la visualización de los 
fragmentos de ADN por transiluminación con luz ultravioleta de  = 260 nm. El registro 
de los resultados se realizó mediante fotografía de los geles con una cámara digital 
bajo iluminación UV.  
La estimación del tamaño de los fragmentos de ADN obtenidos por PCR se 
realizó utilizando como patrón de peso molecular el marcador comercial Ladder 50 bp 
o Ladder 100 bp (Productos Bio-Lógicos) o bien el ADN del fago λ digerido con la 
endonucleasa de restricción HindIII. 
II.7.3.2 Geles de lisis in situ 
Para la observación de los perfiles plasmídicos se utilizó la técnica de lisis in situ 




A partir de un cultivo crecido ON se obtuvo por centrifugación (14.000 g, 3 
minutos) la masa bacteriana equivalente a 1 ml de cultivo a DO600 nm = 0,4. El pellet se 
lavó con 1 ml de sarcosyl 0,3% en TE (10:1, pH 8) frío, mezclando suavemente con una 
punta de pipeta, y luego de remover el sarcosyl se secó el pellet por inversión de los 
tubos. Posteriormente se agregaron 15 µl de ficoll 20% p/v, manteniendo las muestras 
en un baño de hielo. Para la siembra de la muestra, se adicionaron 15 μl de buffer de 
lisis (Tris 50 mM, EDTA 25 mM, RNAsa 0,4 mg/ml, lisozima 1mg/ml), y 15 μl de esta 
mezcla se sembraron en el gel de agarosa. Para la preparación del gel, se utilizó 
agarosa 0,8% en TBE 1X. Una vez listo, se colocó en la cuba electroforética con buffer 
TBE 1X de manera tal que el mismo no sobrepase la altura del gel. Luego se sembró 15 
μl del colorante xylene cyanol en todas las fosas del gel y se corrió con la polaridad 
invertida a 110 V (hasta que el colorante azul salga de las fosas). Luego se agregó TBE 
1X hasta cubrir completamente el gel, se sembró la muestra y se corrió por 1 h a 30 V y 
luego se subió el voltaje a 110 V, y se corrió 1 h más. Finalmente se realizó el revelado 
en una cuba conteniendo una solución de bromuro de etidio (1 µg/ml) y se observó 
bajo luz UV. 
Aislamientos hospitalarios 
A partir de un cultivo crecido ON se obtuvo por centrifugación (14.000 g, 3 
minutos) una masa bacteriana de 200 µl que fue resuspendida en 50 µl de TE (10:1 pH 
8) ficoll 20% p/v (50:50) frío. Para la siembra de la muestra, se adicionaron 15 μl de 
buffer de lisis (Tris 50 mM, EDTA 25 mM, RNAsa 0,4 mg/ml, lisozima 1mg/ml), y 15 μl 
de esta mezcla se sembraron en el gel de agarosa 0,8%, 1% SDS preparado con buffer  
TBE 1X. Una vez listo, se colocó en la cuba electroforética con buffer TBE 1X cubriendo 
todo el gel. Se corrió por 1 h a 40 V y luego se subió el voltaje a 110 V, y se corrió 1 h 
más. Finalmente se realizó el revelado en una cuba conteniendo una solución de 
bromuro de etidio (1 µg/ml) y se observó bajo luz UV. 
II.7.4 Purificación de fragmentos de ADN de geles de agarosa 
Los productos de PCR fueron amplificados y corridos en geles de agarosa (0,8-
1,5%). Las bandas correspondientes fueron eluidas del gel y purificadas usando el kit 
comercial Gel Purification Kit (Bioneer). Alternativamente los cebadores y nucleótidos 
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en exceso fueron eliminados mediante precipitación del producto de PCR con una 
solución PEG 8000 20% (Rosenthal et al., 1993) o por tratamiento enzimático con 
ExoSAP siguiendo las instrucciones del proveedor. 
II.7.5 Determinación de las concentraciones de ADN en una muestra 
La concentración y calidad de las preparaciones de ADN se analizó por medidas 
de la absorbancia a 260 y 280 nm. Las medidas y cálculos fueron realizados en un 
equipo Nanodrop ND1000 (Nanodrop Technologies) según las especificaciones del 
fabricante.  
II.7.6 Secuenciación de fragmentos de ADN 
Para secuenciar fragmentos de ADN, las muestras previamente purificadas se 
enviaron al servicio de INTA-Castelar Argentina, en donde se secuenciaron utilizando la 
metodología de Sanger. 
II.7.7 Oligonucleótidos  
Los oligonucleótidos utilizados en el presente trabajo fueron sintetizados en 
Genbiotech SRL. La Tabla II.6 detalla los nombres y sus correspondientes secuencias. 
Tabla II.6 Lista de oligonuclétidos 
 
II.7.8 Secuenciación masiva de muestras compuestas de plásmidos 
El secuenciamiento de las muestras compuestas de plásmidos obtenidas a 
partir de los aislamientos hospitalarios y ambientales se llevaron a cabo en el CeBiTec 
(Center for Biotechnology), Bielefeld, Alemania. Cantidades aproximadamente 
equimolares de los plásmidos previamente purificados fueron mezcladas para su 
Nombre Oligonicleótidos: Secuencia   5´ -  3’ Referencia 
M13 Rv  CAGGAAACAGCTATGAC Cebador universal 
M13 Fw GTTTTCCCAGTCACGAC Cebador universal 
p6MobLS-F TCCACATGCGAGTAAGACCG Este trabajo 
p6MobLS-R ACCAAAGACAACGGCAGTCA Este trabajo 
p7MobLS-F ATCAAAAGTCGCTAAAACCCCC Este trabajo 
p7MobLS-R TTCGTTTAGCAGCAGATGGGT Este trabajo 
p7Rep3-F ACTTTTCACGTTCCACGCCT Este trabajo 
p7Rep3-R ACGAGCGACACAACGAAAGT Este trabajo 
p8RepA-F TGTGGCTGCATCACTAACACT Este trabajo 
p8RepA-R GCGAAGCGAATTCCGAGTTG Este trabajo 
p16Rep3-F GAAGCGAAAACCAAGGGCAA Este trabajo 




secuenciación en conjunto. La concentración de ADN en la muestra final fue 
determinada mediante el uso de Bioanalyzer (Agilent technologies), que permitió 
determinar la cantidad, la calidad y tamaño de los fragmentos de ADN. 50 ng de la 
muestra fueron utilizados para preparar las bibliotecas utilizando el protocolo Nextera 
Libraries (Illumina) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Finalmente se llevó 
a cabo la secuenciación de la muestra utilizando el equipo MiSeq de Illumina 
II.7.9 Tratamientos enzimáticos del ADN  
II.7.9.1 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
Los ensayos de PCR fueron realizados empleando los termocicladores BioRad 
ICycler o BioRad Mycycler. Las concentraciones estándar que se utilizaron para la 
reacción de PCR son las siguientes: buffer de reacción 1X (KCl 50 mM, Tris-HCl 20 mM, 
pH=8,0), dNTPs en concentración 200 μM de cada uno, MgCl2 3 mM, 5 μM de cada 
primer y 1 U de Taq Polimerasa Pegasus (Productos Bio-Lógicos). Cuando se requirió 
amplificar fragmentos con alta fidelidad se utilizó Pfx polimerasa (Invitrogen). Cuando 
fue necesario, se variaron las concentraciones de MgCl2 para aumentar la especificidad 
de la reacción.  
Las condiciones de ciclado empleadas variaron de acuerdo a los cebadores 
utilizados y al tamaño del producto de amplificación esperado siempre siguiendo el 
protocolo estándar compuesto por: una etapa de desnaturalización inicial a 94C 
durante 4 minutos; 35 ciclos de: desnaturalización a 94C por 30 segundos, annealing a 
la temperatura adecuada por 30 segundos y elongación a 72C (tiempo variable, 
dependiendo de la longitud del fragmento a amplificar; se estimó 1 minuto cada 1.000 
pb) y una etapa final de 5 minutos a 72C. 
II.7.9.2 Digestiones de ADN 
Las digestiones con endonucleasas de restricción se realizaron en las 
condiciones óptimas para cada enzima, siguiendo las indicaciones de reacción 
(temperatura y buffer) propuestas por los proveedores comerciales (Fermentas y 
Promega) y las recomendaciones descriptas por (J Sambrook). Las reacciones se 
llevaron a cabo habitualmente con 0,5 - 5 µg de ADN, el volumen adecuado de buffer 
suministrado por el proveedor y 0,5 - 1 U de la enzima a utilizar en un volumen final de 
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20 - 25 µl. Las mezclas de reacción fueron incubadas a la temperatura óptima de las 
enzimas utilizadas por un período de tiempo mayor que 5 hs. 
II.7.9.3 Ligaciones de ADN 
Las ligaciones de fragmentos de ADN fueron llevadas a cabo utilizando la 
enzima ligasa del fago T4 (Promega), según las indicaciones del comerciante. Las 
reacciones de ligación se incubaron a 16°C por al menos 4 h. Para el clonado de 
fragmentos de ADN en vectores de clonado, se utilizó una relación molar de 3:1 de 
inserto : vector. 
II.7.10 Desalado de soluciones de ADN  
Para desalar soluciones de ADN se realizó microdiálisis utilizando las 
membranas Millipore VSWP P02500 de tamaño de poro de 0,025 μM. Las soluciones 
conteniendo el ADN a desalar se colocaron durante 20 minutos a temperatura 
ambiente sobre las membranas, las cuales se ubicaron sobre una placa de Petri 
conteniendo 30 ml de agua bidestilada estéril. 
II.7.11 Estrategias de clonado 
II.7.11.1 Clonado de Dtr 
Las regiones del Dtr fueron amplificadas por PCR con polimerasa Pfx 
(Invitrogen) desde una dilución 1:1000 de una alícuota de la muestra compuesta que 
se secuenció. Los productos romos de PCR fueron ligados con T4 ligasa (Promega) al 
vector pK18 digerido con la enzima SmaI (corte romo). Los productos fueron 
sometidos a desalado y luego transformados en E. coli DH5α electrocompetentes. La 
selección de los transformantes se llevó a cabo en LB sólido suplementado con Km y X-
gal. Luego de la incubación ON a 37°C. Las colonias blancas fueron repicadas y 
posteriormente utilizadas para corroborar el correcto clonado de las secuencias por 
PCR convencional y secuenciación. 
II.7.11.1 Clonado de orígenes de replicación 
Las regiones correspondientes a los orígenes de replicación de las Rep_3 de los 
plásmidos pIH7, pIH8 y pIH16 fueron clonadas en el vector pK18mob (no replicativo en 
Acinetobacter spp.) digerido con la enzima SmaI siguiendo la misma metodología que 
en la sección anterior.  
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II.8 Técnicas bioinformáticas 
II.8.1 Diseño de oligonucleótidos 
Para el diseño de oligonucleótidos se utilizó el servidor web Primer-BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y se variaron los parámetros según 
las necesidades. 
II.8.2 Tratamiento de los datos crudos del secuenciación 
Para eliminar las lecturas cromosomales, éstas fueron alineadas utilizando 
como referencia genomas de A. baumanni haciendo uso del programa Bowtie2 
(Langdon, 2015). Las lecturas que se alinearon a los cromosomas de esos genomas 
fueron desechadas y las lecturas que no alinearon fueron seleccionadas como lecturas 
plasmídicas. Estas lecturas fueron ensambladas mediante el programa GS de novo 
Assembler software (gs Assembler, version 2.8, Roche). Los contigs plasmídicos fueron 
importados a la plataforma de anotación GenDB versión 2.2 (Meyer et al., 2003), la 
cual contiene una interfaz fácil de utilizar y permite refinar los datos manualmente. 
Para la predicción de regiones como ORFs, se utilizó el software GLIMMER (Delcher et 
al., 1999). Cuando fue posible, el cerrado de los plásmidos se llevó a cabo usando la 
herramienta CONSED (Gordon et al., 1998). 
II.8.3 Herramientas bioinformáticas para genómica comparativa 
Las comparaciones y los diversos análisis bioinformáticos realizados durante 
este trabajo fueron realizados utilizando las herramientas del paquete BLAST (Altschul 
et al., 1990) y los programas EasyFig (Sullivan et al., 2011) y UGENE (Okonechnikov et 
al., 2012). 
II.9 Análisis filogenéticos  
II.9.1 Análisis filogenéticos de las relaxasas 
Para el análisis filogenético de las relaxasas de las colecciones se usaron los 300 
aminoácidos del extremo N-ter y se alinearon con los de las familias MOB 
correspondientes haciendo uso de la herramienta ClustalW (Larkin et al., 2007) La 
reconstrucción filogenética fue llevada a cabo siguiendo las indicaciones publicadas por 
(Garcillan-Barcia et al., 2009). 
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II.9.2 Análisis filogenético de proteínas de replicación 
Para el análisis filogenético de las proteínas de inicio de replicación en primer 
lugar se tomaron todas las secuencias correspondientes a las proteínas que presentan 
el dominio Rep_3 (PF01051) pertenecientes a plásmidos de Acinetobacter spp. 
depositadas en base de datos al 1/2/2016 (Tabla A.6 ANEXO). Se llevó a cabo un 
alineamiento múltiple de estas secuencias junto a las correspondientes de las 
colecciones encontradas en este trabajo haciendo uso del programa MUSCLE (Edgar, 
2004) usando los parámetros seleccionados por defecto. El alineamiento resultante 
fue utilizado para calcular el mejor modelo de evolución que se ajuste a las secuencias 
utilizando el programa ProtTest (Abascal et al., 2005). Utilizando el mismo 
alineamiento y el mejor modelo de evolución encontrado (LG+F), se calculó el árbol 
filogenético por Máxima Verosimilitud (ML, Maximun Likelihood) usando el programa 
PhyML (Guindon et al., 2009). Para explorar topologías nuevas se utilizaron 100 
árboles iniciales y el mejor de los algoritmos NNI (Nearest Neighbor Interchange) y SPR 
(Subtree Pruning and Regrafting). La robustez del árbol resultante se evaluó por 
bootstrap (100 réplicas). 
II.10 Identificación de aislamientos por espectrometría de masas MALDI-TOF 
La confirmación de aislamientos de Acinetobacter spp. fue realizada por la 
técnica de espectrometría de masa MALDI-TOF mediante el empleo del software 
MALDI Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) (Maier et al., 2006). La 
preparación de las muestras para su posterior identificación fue llevada a cabo de 
acuerdo al método de extracción de proteínas por lisis celular descripto por Bruker 
Daltonics. Inicialmente, colonias bacterianas de 12-24 hs de crecimiento en medio LB 
fueron resuspendidas en etanol 80%, centrifugadas a 10.000 rpm por 2 min y 
finalmente resuspendidas en 20 μl de ácido fórmico 70%: acetonitrilo 100% (1:1). Para 
el análisis de las muestras 1 μl de suspensión celular fue adicionado sobre cada uno de 
los spot de una placa MALDI (384 spots) que, inmediatamente después de secarse, fue 
recubierta con 1 μL de solución saturada de matriz (10 mg/mL) consistente de ácido α-
ciano-4 hidroxi cinámico (HCCA) resuspendido en solución orgánica (50% acetonitrilo + 
2,5% TFA). Los espectros de masas fueron obtenidos manualmente en un rango de 2 a 
20 KDa en modo lineal positivo utlizando el software FlexControl (3.3) acoplado a un 
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espectrómetro de masas modelo Ultraflex III (Bruker Daltonics). Se utilizó el calibrante 
BTS (bacterial test standard) (Bruker Daltonics) que consiste en proteínas ribosomales 
de la cepa E. coli DH5α más las proteínas RNAsa A y mioglobina con masas moleculares 
correspondientes a 13.683 y 16.954 Da, respectivamente. La identificación a nivel de 
género o especie de los espectros obtenidos fue realizada de acuerdo a los valores de 
puntuación (scores) del sotware MALDI Biotyper: > 2 identificación a nivel de especie, 
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Los plásmidos son elementos de ADN extracromosomal de replicación 
autónoma que pueden transmitirse vertical u horizontalmente entre bacterias que 
pueden o no pertenecer al mismo género y/o especie. Estos elementos pueden 
incorporar información genética de una célula huésped y luego transmitirla a nuevas 
células cuando se transfieren tanto por conjugación como por transformación. Por este 
motivo, los plásmidos, además de codificar funciones esenciales para asegurar su 
propia replicación, movilización y mantenimiento, pueden acarrear funciones de 
metabolismo secundario tales como determinantes de simbiosis y patogenicidad, 
resistencia a metales pesados y antimicrobianos, entre otras; que le permiten a la 
bacteria hospedadora explotar nuevos nichos ecológicos.  
Los plásmidos de bacterias que habitan ambientes hospitalarios muchas veces 
codifican para determinantes de resistencia a antimicrobianos y desinfectantes en 
consecuencia a la alta presión de selección que las bacterias portadoras encuentran en 
estos nichos. Debido a la capacidad de movilizarse entre distintos organismos, los 
plásmidos se han convertido en vehículos eficientes en la transferencia de genes de 
resistencia, ampliando de esta forma la población de microorganismos capaces de 
resistir en condiciones de intensa presión de selección y aumentando la posibilidad de 
adquirir infecciones en pacientes hospitalizados (Iguchi et al., 2014, Chang et al., 2015, 
Matsumura et al., 2015, Carraro et al., 2016).  
Algunas especies del género Acinetobacter, como A. calcoaceticus y A. 
baumannii, son consideradas patógenas oportunistas en entornos hospitalarios y se 
han convertido en uno de los agentes más importantes responsables de colonización e 
infecciones graves en pacientes en unidades de cuidados intensivos en los últimos 10 
años (Razavi Nikoo et al., Clark et al., 2016, Da Silva & Domingues, 2016). Esto se debe, 
no sólo a su capacidad para adquirir diferentes mecanismos de resistencia a 
antibióticos, sino también a su habilidad para recibir e incorporar genes en su genoma 
que permiten a esta bacteria sobrevivir en condiciones adversas tales como la 
desecación, la alta concentración de los desinfectantes, la radiación y competir con 
otros patógenos que pueden estar presentes . Esta habilidad de adquirir ADN exógeno 
con frecuencia está mediada por plásmidos, y numerosos estudios han descripto que la 
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propagación de genes de resistencia a antibióticos entre cepas de aislamientos de 
Acinetobacter spp. es mediada por dichos vectores (Huang et al., 2015, Li et al., 2015, 
Liu et al., 2015, Nigro et al., 2015, Da Silva & Domingues, 2016). Sin embargo, las 
características de la biología de los mismos no han sido exploradas en profundidad. 
Teniendo en cuenta la importancia de las infecciones debido a bacterias del género 
Acinetobacter y a los plásmidos como vehículos de transferencia de la información, en 
una primera etapa, este trabajo se enfocó en la caracterización de plásmidos de 
aislamientos de Acinetobacter spp. hospitalarios. En particular se estudió la 
información asociada a las funciones que le permiten a los plásmidos ser exitosos en la 
transferencia de la información genética, es decir, qué estrategias le permiten no sólo 
incorporar nueva información a su estructura, sino también cómo pueden propagarse 
a distintos microorganismos, replicar en otros entornos, asegurar su mantenimiento 
dentro del huésped y por ende, dentro de la comunidad. 
III.2 Descripción de la colección hospitalaria de Acinetobacter spp. 
La colección de bacterias hospitalarias utilizada en este trabajo consistió en 64 
aislamientos. Todos los aislamientos fueron recolectados en salas de unidades de 
cuidados intensivos de 5 hospitales de Ciudad Autónoma de Buenos Aires durante el 
año 2006. Las bacterias fueron recolectadas tanto de superficies abióticas, como así 
también de materiales, equipos y muestras asociadas a pacientes hospitalizados. Los 
aislamientos fueron identificados por profesionales de laboratorio de bioquímica 
clínica en cada institución, y caracterizados según su fenotipo. Las características del 
origen de cada aislamiento, su clasificación y la denominación utilizada en este trabajo, 
se encuentran resumidas en la Tabla II.2 (Capítulo II, sección II.1). Del total de los 64 
aislamientos, 59 fueron inicialmente identificados como A. baumannii y 5 como 
Acinetobacter sp. 
III.3 Análisis del contenido plasmídico en la colección hospitalaria de 
Acinetobacter spp. 
Para avanzar en la caracterización, cada aislamiento fue examinado en su perfil 
plasmídico mediante la técnica de lisis in situ en geles de agarosa (Eckhardt, 1978). 
Dicha metodología minimiza la ruptura mecánica de los plásmidos y permite la 
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visualización de replicones de gran variedad de tamaño y número de copias. Como 
primera etapa se ensayaron distintas modificaciones de la técnica de lisis in situ con el 
objetivo de encontrar las condiciones que permitiera evidenciar la presencia de 
plásmidos en Acinetobacter spp. (Capítulo II, sección II.7.3.2). La aplicación de la 
técnica de lisis in situ permitió detectar no sólo la presencia de replicones, sino 
también inferir información acerca del número de plásmidos por cepa y tamaño 
(Figura III.1). Es importante destacar que en el caso de los plásmidos no puede 
descartarse que distintas bandas en el gel correspondan a formas de 
superenrollamiento de un mismo plásmido (topoisómeros). Del mismo modo, una 
única banda puede corresponder a la presencia de más de un plásmido con la misma 
movilidad electroforética. Por tanto, el número de bandas observado en cada una de 
los aislamientos debe ser considerado con reserva si se desea determinar en forma 
fehaciente el número real de replicones plasmídicos presentes. Del total de los 
aislamientos analizados, fue posible de detectar que en el 80 % de los casos existió al 
menos un replicón plasmídico. Los tamaños de los replicones fueron inferidos al 
comparar la movilidad electroforética de las bandas características de cada aislamiento 
con la de plásmidos de peso molecular conocido, sembrados en el mismo gel. Los 
tamaños relativos visualizados cubrieron un amplio rango de movilidades 
electroforéticas, comparables a plásmidos de entre 3-60 Kb. El número de plásmidos 
por aislamiento también fue variable, habiéndose encontrado en algunos casos hasta 6 
bandas que podrían ser indicativas de al menos 6 replicones con movilidad 
electroforética distinta. El análisis de los distintos geles permitió observar perfiles 
conservados entre aislamientos provenientes de un mismo hospital, como así también 






III.4 Aislamiento de plásmidos de la colección hospitalaria de Acinetobacter 
spp. 
Una vez identificados los aislamientos de la colección portadores de plásmidos, 
la etapa siguiente consistió en identificar la técnica preparativa más adecuada para el 
aislamiento de los distintos replicones plasmídicos. Debido a que muchos de los 
 
Figura III.1 Geles de lisis in situ para la 
observación de los perfiles plasmídicos de la 
colección hospitalaria de Acinetobacter spp. 
En la figura pueden observarse aislamientos 
con una o múltiples bandas tanto de bajo 
como alto peso molecular. Los aislamientos 
no portadores de plásmidos se evidencian por 
presentar una única banda correspondiente a 





aislamientos parecían contener plásmidos tanto de alto como bajo peso molecular, fue 
necesario encontrar una técnica que permita en un mismo ensayo, obtener plásmidos 
de diferente tamaño, con un rendimiento adecuado para su posterior purificación y 
secuenciación. Se ensayaron técnicas de mini y maxipreparación de ADN plasmídico 
siendo la descripta por Kieser, 1984 la elegida, ya que posibilitó la observación de una 
mayor cantidad y mejor separación de bandas en geles de agarosa. Cada uno de los 
aislamientos fue sometido a la mencionada técnica y los resultados fueron 






Figura III.2 Aislamientos de 
plásmidos de la colección 
hospitalaria de Acinetobacter 
spp. La figura muestra 
ejemplos de la electroforesis 
de las extracciones de 
plásmidos realizadas de 
manera individual sobre los 




III.5 Purificación de los plásmidos obtenidos para su posterior secuenciación 
Las preparaciones de ADN plasmídico suelen siempre tener fragmentos de ADN 
cromosomal. La contaminación de las muestras con ADN de origen cromosomal bajan 
la calidad de las muestras e interfieren en la identificación de secuencias plasmídicas 
en las etapas posteriores a la 
secuenciación. Debido a esto, se 
decidió realizar una purificación por 
ultracentrifugación en un gradiente 
isopícnico de CsCl-bromuro de 
etidio (Capítulo II, sección II.7.2.2). 
Dicha metodología permite separar 
el ADN plasmídico (doble hebra, 
circular y covalentemente cerrado) 
del ADN cromosomal (doble y 
simple hebra, lineal) y del ARN remanente, debido a las diferencias en sus densidades. 
Para llevar a cabo dicha técnica, las preparaciones obtenidas por el método de Kieser, 
1984 fueron unidas conformando una única muestra. La banda plasmídica obtenida del 
gradiente se descontaminó, precipitó y se analizó en geles de agarosa para determinar 
el grado de pureza y la integridad de los replicones. En el gel se observó la disminución 
de la contaminación cromosomal y distintas bandas correspondientes a los distintos 
plásmidos observados en cada uno de los aislamientos (Figura III.3).  
III.6 Secuenciación masiva de la muestra compuesta de ADN plasmídico de la 
colección de Acinetobacter spp. 
Una vez obtenida la muestra enriquecida en ADN plasmídico se procedió a su 
secuenciación a través de la plataforma Illumina MiSeq en el Center for Biotechnology 
(CeBiTec, Universidad de Bielefeld, Alemania). La utilización de la plataforma Illumina 
MiSeq, requiere de un tratamiento previo a la secuenciación propiamente dicha. Para 
ello, debe primero fragmentarse la muestra de ADN por sonicación, y sus fragmentos 
ser separados en geles de agarosa. Para la muestra de ADN plasmídico, las bandas 
correspondientes a los fragmentos de alrededor de 500 pb fueron cortadas, eluidas y 
posteriormente ligadas a adaptadores en los extremos de los fragmentos. La 
Figura III.3 Evaluación de la 
purificación a gran escala. 
La figura muestra la 
electroforesis de la muestra 
compuesta antes (A) y 
después (D) de su 
purificación en un gradiente 
de CsCl-bromuro de etidio. La 
flecha indica la posición de la 
banda correspondiente al 
ADN lineal (cromosomal). 
PM: marcador de peso 
molecular (ADN del fago 
Lambda digerido con HindIII) 




secuenciación con Illumina MiSeq, permite la lectura de los fragmentos de 500 pb 
desde ambos extremos, y las dos lecturas generadas pueden unirse para formar una 
lectura larga, en caso de que el solapamiento de sus extremos sea lo suficientemente 
bueno. 
La secuenciación generó un total de 1.419.341 de lecturas de una longitud 
promedio de 250 pb que cubrieron un total de 347.374.930 pb, alcanzando un valor de 
cobertura de aproximadamente 650. Estas lecturas fueron ensambladas en contigs y 
scaffolds utilizando el el programa GS de novo Assembler software (gs Assembler, 
versión 2.8, Roche). En total, se obtuvieron 64 contigs de una longitud promedio de 5 
Kb, y tamaño máximo de 39 Kb y 40 scaffolds de un tamaño promedio de 8 Kb, y un 
tamaño máximo de 58 Kb. 
De total de los 40 scaffolds, tres fueron descartados por poseer contaminación 
cromosomal y 23 de ellos correspondieron a 19 replicones cerrados. La información 
plasmídica contenida en los 14 scaffolds restantes fue analizada en conjunto, debido a 
que la presencia de zonas repetidas en las secuencias impide el correcto ensamblado y 
el cerrado de los plásmidos in silico. 
Los 19 replicones ensamblados junto a los scaffolds restantes fueron 
importados a la plataforma de anotación GenDB (Meyer et al., 2003) para determinar 
el tipo y número de marcos de lectura abiertos (ORFs; del inglés Open Reading Frames) 
potencialmente presentes. Posteriormente, se realizó una predicción automática de 
funciones usando una combinación de herramientas bioinformáticas como RAST (Aziz 
et al., 2008) y BLAST (Altschul et al., 1990). La información obtenida mediante las 
plataformas bioinformáticas fue refinada manualmente: se corroboró la anotación de 
los genes, se asignaron nombres a los genes cuando correspondía, y se clasificaron en 
familias de proteínas según Pfam (Bateman et al., 2004) y en funciones metabólicas 
predichas (Tabla A.1 y A.2, ANEXO). 
El contenido promedio de GC de los 19 replicones fue del 40%, consistente con 
el porcentaje hallado para especies del género Acinetobacter (Murray et al., 1984). Sin 
embargo, los valores de porcentaje de GC en los plásmidos individuales fueron variados, 
encontrando valores mínimos del 33% y máximos de hasta un 60% (Tabla III.1). Estas 
desviaciones con respecto al valor promedio del porcentaje de GC encontrado en 
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genomas del género Acinetobacter, podrían indicar que dichos replicones pudieron ser 
adquiridos recientemente desde bacterias de otros géneros a través de mecanismos de 
transferencia horizontal de genes. Con respecto a la información contenida en los 
scaffolds restantes, el contenido promedio de GC fue del 44%.  
EL número total de ORFs fue de 369, de los cuales, 321 fueron contenidos 
dentro de los 19 replicones cerrados. Respecto a estos últimos, el 97% (310) de los 
ORFs mostraron tener homólogos en base de datos, y el 3% (11) restante 
correspondieron a proteínas hipotéticas nuevas. Del total de las proteínas predichas 
con homólogos en base de datos (310), el 54% (167) mostraron similitud con proteínas 
de funciones conocidas, que incluyeron replicación, mantenimiento, movilización, 
unión/modificación al ADN y genes de resistencia entre otros. Los plásmidos fueron 
nombrados como pIH (plásmido IntraHospitalario) acompañados de un número. Los 
replicones phIH4, phIH5 y phIH10 fueron designados como tal por presentar identidad 
con fagos (phage IntraHospitalario). 
III.7 Distribución general de funciones encontradas para los marcos abiertos 
de lectura (ORFs) 
Como se mencionó anteriormente, mediante el uso de base de datos online y 
algoritmos de búsqueda de similitud de secuencia a nivel proteína, fue posible predecir 
la función de 167 ORFs pertenecientes a los 19 replicones cerrados y de 23 ORFs de los 
scaffolds plasmídicos no cerrados. Además de los genes codificantes para proteínas 
asociadas a funciones meramente plasmídicas, tales como replicación, mantenimiento 
y movilización, fue posible encontrar similitud con moléculas de funciones accesorias 
tales como proteínas de unión y/o modificación a ADN (factores de transcripción, 
recombinasas, enzimas de restricción, etc), enzimas que forman parte de metabolismo 
esencial celular (polimerasas, ligasas, enzimas de rutas metabólicas primarias y 
secundarias, transporte), proteínas de fagos, toxinas, y finalmente proteínas asociadas 






Tabla III.1 Características generales de los plásmidos secuenciados de la colección hospitalaria de 




En este Capítulo, en una primera instancia se evaluó la presencia de plásmidos 
en una colección de bacterias hospitalarias multiresistentes pertenecientes al género 
Acinetobacter. Los perfiles en geles de lisis in situ, demostraron que la mayoría de los 
aislamientos eran portadores de al menos un replicón plasmídico y que la distribución 
tanto en tamaño como en cantidad de plásmidos fue variada entre los aislamientos. A 
partir de aquellos aislamientos portadores de plásmidos, se realizó el aislamiento 
plasmídico en gran escala y las muestras fueron purificadas por ultracentrifugación en 
gradiente isopícnico de CsCl-bromuro de etidio. La muestra enriquecida en plásmidos 
fue secuenciada utilizando la plataforma MiSeq de Illumina la cual demostró ser 
eficiente para lograr una buena cobertura. La secuenciación permitió obtener 19 
replicones cerrados y secuencias adicionales correspondientes a ADN plasmídico. En la 
asignación de funciones, además de los módulos típicos que se esperan encontrar en 
plásmidos, fue posible identificar proteínas con funciones accesorias, dentro de las 




% GC ORFs° 
Módulos presentes 
Replicación  MGE Mantenimiento Resistencia 
pIH1 61.669 50,83 75 + + + + 
pIH2 42.507 49,49 54 + + +   
pIH3 49.725 41,84 46 + 
 
+ 
 phIH4 14.125 36,73 17         
phIH5 9.501 39,31 11 
    pIH6 6.481 40,38 8 + +     
pIH7 5.273 34,99 6 + + 
 
+ 
pIH8 9.156 34,81 14 + + +   
pIH9 10.229 34,14 15 + + 
  phIH10 6.699 37,78 12 +       
pIH11 7.349 33,02 9 + 
 
+ 
 pIH12 6.780 37,79 10   +     





pIH14 5.629 37,29 11 +       
pIH15 5.351 60,77 9 
 
+ 
  pIH16 8.752 36,76 11 + + +   
pIH17 1.846 39,54 3 + 
   pIH18 3.979 32,92 4 +       
pIH19 2.177 39,27 2 + 
   
La presencia/ausencia de módulos plasmídicos hallados in silico fueron asignados por similitud de 
secuencia en base de datos, y se muestran en la tabla simbolizados con +/- respectivamente. 




responsables, en parte, del fenotipo multiresistente de las bacterias de esta colección. 
En el Capítulo siguiente se estudiará en profundidad cada uno de los plásmidos 











Genómica comparativa de los 
replicones plasmídicos de la 
colección hospitalaria de 




 IV.1 Introducción 
Generalmente los plásmidos incluyen uno o más genes esenciales para su 
persistencia y pueden también codificar funciones y procesos metabólicos que son en 
general accesorios y diferentes de los codificados por el cromosoma. Además, la 
arquitectura de los plásmidos es más flexible que la cromosómica, teniendo en cuenta 
tanto el contenido de genes como la organización de los mismos, incluso entre algunos 
plásmidos de aislamientos del mismo género bacteriano. Debido a este grado de 
diversidad dentro de los plásmidos se ha planteado que los mismos representan un 
recurso genético distinto al cromosomal y que muchas veces la información que 
portan es crucial para la ecología del anfitrión (Norman et al., 2009). 
Muchos trabajos han demostrado que cepas de Acinetobacter spp. aisladas de 
brotes hospitalarios contienen plásmidos, tanto crípticos como relacionados a la 
resistencia a antibióticos (Huang et al., 2015, Li et al., 2015, Liu et al., 2015, Nigro et 
al., 2015, Ou et al., 2015, Da Silva & Domingues, 2016, Rao et al., 2016); sin embargo, 
pocos trabajos han caracterizado estos plásmidos más allá de sus determinantes de 
resistencia. En este Capítulo se abordó la descripción y caracterización genómica 
comparativa de los 19 replicones cerrados descripto en el Capítulo III.  
IV.2 Análisis comparativo de replicones plasmídicos  
El resultado final del ensamble de las lecturas obtenidas en la secuenciación 
permitió reconocer 19 replicones circulares, cerrados e independientes que variaron 
en tamaño y porcentaje de GC. Cada uno de estos replicones se analizó teniendo en 
cuenta su contenido y organización genética. Para ello las secuencias completas se 
compararon con otras secuencias en bases de datos en busca de semejanzas y/o 
diferencias con otros plásmidos. Algunos de los plásmidos cerrados mostraron un buen 
alineamiento utilizando BLASTn y alta cobertura con otros plásmidos presentes en 
genomas bacterianos ya depositados en GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). A 
continuación, se detalla el análisis para cada replicón independiente según la 
semejanza encontrada con plásmidos en base de datos. 
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Análisis de pIH1 
El plásmido pIH1 presentó un tamaño de 61,7 Kb y un porcentaje de GC de 
50,8, siendo el plásmido más grande que se obtuvo en la secuenciación de esta 
colección. En el mismo fueron reconocidos 75 marcos abiertos de lectura (ORFs), de los 
cuales 72 presentaron homología con proteínas en base de datos pertenecientes a 
enterobacterias de distinto género, tales como Enterobacter, Klebsiella, Escherichia, 
Salmonella y Serratia, entre otras. En el plásmido pIH1 fueron reconocidas proteínas 
de todos los módulos asociados a la biología de los plásmidos: replicación, 
movilización, mantenimiento, y proteínas accesorias, en particular de resistencia. 
Con respecto a las proteínas asociadas a la replicación plasmídica, el plásmido 
pIH1 posee tres proteínas de distintas familias de inicio de replicación, Rep_3, 
IncFII_RepA y RepC-like (Capítulo V, sección V.2.1) cada una de las cuales sería 
importante dependiendo del entorno genómico en donde el plásmido se encuentre. 
Respecto a los módulos de movilización, se pudieron reconocer dos proteínas 
involucradas en la conjugación plasmídica: TraX y un fragmento de la relaxasa TraI; 
además fue posible reconocer la presencia de una secuencia de Inserción (IS), Tn5403 
(N°A X75779) hallada originalmente en Klebsiella pneumoniae que contiene dos ORFs, 
una resolvasa accesoria y una transposasa. Los determinantes implicados en el 
mantenimiento, fueron del tipo Toxina-Antitoxina (TA) y partición activa (Capítulo V, 
sección V.3.1), todos de naturaleza proteica. Como módulos de genes adaptativos pIH1 
lleva un cluster de resistencia a los metales pesados Ag y Cu, y genes de resistencia a 
UV  
Como se mencionó previamente, la comparación de la secuencia nucleotídica 
haciendo uso de BlastN, demostró que el plásmido pIH1 tiene gran similitud de 
secuencia con plásmidos de enterobacterias, en particular con pENT-4bd (N°A 
CP008907), de Enterobacter cloacae ECR091. Un análisis más detallado de la zona 
conservada entre ambos replicones indicó que casi la totalidad del plásmido pIH1 se 
correspondió con pENT-4bd, sin embargo, existieron algunas excepciones: En pIH1 
existe un fragmento de 8 Kb, ausente en pENT 4-bd, que contiene entre otras, la 
proteína de inicio de replicación Rep_3, y ParA, una proteína del sistema de partición 
activa. Además, en el replicón de esta colección, se encontraron dos ORFs 
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correspondientes a los elementos de la IS-Tn5403 entre los genes del cluster de 
resistencia a metales (Figura IV.1). 
 
 
Análisis de pIH2 
El plásmido pIH2, fue la segunda molécula completa más grande identificada en 
esta colección, con un tamaño de 42.507 pb y un contenido de GC del 49,5 %. Fueron 
reconocidos 57 ORFs y cada uno de ellos fue utilizado para buscar homólogos en base 
de datos utilizando el algoritmo BlastP. Se pudieron identificar tanto módulos de 
replicación, movilización y mantenimiento como así también proteínas accesorias tales 
como enzimas de modificación/restricción, resolvasas y reguladores transcripcionales, 
entre otros. La mayoría de los ORFs resultaron ser homólogos a proteínas identificadas 
en enterobacterias, en particular los géneros Enterobacter, Escherichia y Klebsiella. 
Con respecto al módulo de movilización, el plásmido pIH2 contiene en su 
secuencia a los operones completos correspondientes a los sistemas Dtr (del inglés 
DNA Transfer and Replication) y Mpf (del inglés, Mating Pair Formation) de 
conjugación, sugiriendo fuertemente la posibilidad de que se tratase de un plásmido 
conjugativo (Capítulo I, sección I.4.3). La proteína relaxasa pertenciente al Dtr de pIH2 
fue utilizada para clasificar al plásmido según la clasificación propuesta por Garcillan-
Barcia et al., 2009 Este análisis reveló que el plásmido pIH2 pertenece a la gran familia 
MOBF, y más específicamente a la subfamilia MOBF11. Miembros de esta familia, 
incluyen a plásmidos de distintos grupos de incompatibilidad, tales como IncN, IncW e 
IncP-9 (Capítulo V, sección V.4.2).  
Figura IV.1 Comparación de pIH1 con pENT 4-bd. La figura muestra el alineamiento de pIH1 con un 
fragmento del plásmido pENT4-bd. Las zonas de similitud de secuencia se encuentran sombreadas 







Un análisis bioinformático más detallado mostró que la estructura genómica del 
plásmido pIH2 presenta características similares a las que se encuentran en plásmidos 
del grupo IncN2 de incompatibilidad. En particular, el plásmido pIH2 comparte una alta 
identidad de secuencia con los módulos completos de replicación, estabilidad y 
conjugación del plásmido IncN2 pJIE137 (N°A EF219134) (Partridge et al., 2012). 
Además, el plásmido pIH2 mostró 99% de identidad nucleotídica con el plásmido 
pEC448-OXA63 (N°A CP015078), aislado de E. coli 448, multirresistente de origen 
hospitalario de la Ciudad de Buenos Aires. El alineamiento entre pIH2, pEC448-OXA63 
y pJIE137 mostró dos diferencias principales: los plásmidos pIH2 y pEC448-OXA63 
comparten una inserción dentro del sitio de integración fipA-nuc típico de los 
plásmidos IncN que comprende tres ORFs que codifican para enzimas de 
restricción/modificación flanqueados por recombinasas, así como 7 genes hipotéticos 
que sólo se encuentran en el plásmido pIH2. La segunda y más interesante diferencia 
Figura IV.2 Comparación de pIH2 con plásmidos IncN. La figura muestra el alineamiento de pIH2 con 
los plásmidos IncN2 pJIE137, pEC448-OXA63 y el plásmidos R46 como representante de la familia 
IncN. Las similitudes encontradas entre los módulos de conjugación (Tra), estabilidad (StbABC), 
replicación (Rep) y otras proteínas regulatorias e hipotéticas se encuentran señaladas en color. 
Pueden notarse dos grandes diferencias al comparar el esqueleto plasmídico de pIH2 con sus 
homólogos en base de datos: una inserción de aproximadamente 11 Kb en pIH2 que comprende genes 
hipotéticos y de proteínas de modificación/unión a ADN flanqueadas por elementos transponibles 
truncados; y la ausencia de genes de resistencia asociados a elementos genéticos móviles como 
transposasas, secuencias de inserción y/o integrones. (*// y **// indican fragmentos de 5,7 y 15,9 Kb 





entre pIH2 y otros plásmidos IncN es la ausencia de genes de resistencia, integrones y 
otros elementos transponibles asociados que están frecuentemente presentes en 
plásmidos pertenecientes a dicho grupo de incompatibilidad (Figura IV.2). 
Análisis de pIH3 
El plásmido pIH3 presentó un tamaño de 49.795 pb y un contenido de GC del 
41,8%. En este replicón fueron reconocidos 44 ORFs que en su totalidad encontraron 
homólogos en distintas cepas de A. baumannii en base de datos utilizando el algoritmo 
BlastP. En este replicón, se logró identificar una Rep, una proteína de mantenimiento 
ParA, proteínas con función accesoria, pero no se encontraron módulos de 
movilización.  
 
El análisis de la secuencia nucleotídica por BlastN reveló que pIH3 es altamente 
similar a los plásmidos WZ85p2 (N°A CP006769) (Wang et al., 2014), p6200-114.848 
(N°A CP010398.1) y pORAB01-1(N°A CP015484.1), todos ellos pertenecientes a las 
cepas de A. baumannii. WZ85, 6200 y ORAB01 respectivamente. Un análisis 
comparativo entre ZW85p2 y pIH3 demostró que en este último, está ausente un 
módulo de 112.800 pb, río abajo del ORF que codifica para una proteína de cola de 
fago. El fragmento ausente en pIH3 contiene proteínas de origen fágico, enzimas de 
unión/modificación/restricción de ADN, como así también integrasas y elementos 
transponibles asociados a genes de resistencia a tetraciclina. El análisis de la secuencia 
 
Figura IV.3 Comparación de pIH3 y  ZW85p2. Las similitudes de secuencias entre pIH3 y ZW85p2 se 
muestran sombreadas en gris. El bloque comprendido en el recuadro representa la región de 112,8 




del plásmido ZW85p2 usando la base de datos PHAST (Zhou et al., 2011) para la 
identificación de fagos mostró que el mismo codifica para el profago SSU5 completo de 
Salmonella (JQ965645.1) (Kim et al., 2012). El mismo análisis para el plásmido pIH3, 
mostró que sólo 13 ORFs del replicón eran homólogos a las proteínas de dicho fago. 
Análisis de pIH6 
El plásmido pIH6 tiene 6.481 pb y un valor de GC del 40,4 %. En este replicón, 
fueron identificados 8 ORFs que en su totalidad tuvieron homología con proteínas de 
bacterias del género Acinetobacter en base de datos. Entre ellas, pudieron reconocerse 
módulos de replicación y movilización. Este último comprendió el gen de la relaxasa 
(mobL) y otro accesorio (mobS), pertenecientes al Dtr. Debido a la ausencia de los 
elementos que componen el Mpf, este replicón podría potencialmente ser movilizable, 
sólo en presencia de un plásmido conjugativo que le aporten las funciones del Mpf en 
trans. 
El análisis de la secuencia por BlastN mostró que sólo dos regiones del plásmido 
pIH6 tuvieron similitud secuencial con otros plásmidos en base de datos. Estas dos 
regiones de aproximadamente 570 y 1.200 pb incluyeron gran parte de la Rep, y una 
porción del módulo de movilización MobS-MobL, respectivamente. El análisis de la 
secuencia por BlastP de las probables proteínas de movilización indicaron que eran 
homólogas a la encontradas en el contig (N°A APPS01000010) de 5,8 Kb de 
Acinetobacter junnii CIP 107470 (N°A NZ_APPS00000000.1). El alineamiento de este 
contig y el plásmido pIH6, reveló que la Rep presente en pIH6 no se encuentra en el 
contig. La estructura genómica común consistió en 6 ORFs: 4 relacionados con la 
transferencia conjugativa, una proteína implicada en el mantenimiento del plásmido y 
una proteína hipotética (no mostrado). 
Análisis de pIH7 
El plásmido pIH7 tiene 5.273 pb y un porcentaje de GC de 35%. En este replicón 
se reconocieron 6 ORFs cuyos productos tuvieron homólogos con proteínas de 
Acinetobacter spp. en base de datos. Fueron reconocidos módulos de replicación, de 
conjugación y proteínas accesorias, dentro de las cuales se identificó el gen emrE, 
codificante de un transportador multidroga, responsable de conferir resistencia a una 
gran variedad de compuestos cargados positivamente e hidrofóbicos, tales como 
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bromuro de etidio y metilviológeno, entre otros (Bay & Turner, 2012). El módulo 
encontrado de movilización correspondió a proteínas pertenecientes al Dtr, de manera 
que, al igual que pIH6, este replicón se consideró como potencialmente movilizable 
por conjugación, sólo en presencia de un plásmido que le aporte las funciones del Mpf 
en trans. 
El análisis de la secuencia del plásmido pIH7 por BlastN reveló que los módulos 
de replicación y movilización comparten alto porcentaje de identidad con los 
correspondientes en los plásmidos pIP1858 (N°A. KP890934) (Yoon et al., 2015) y 
p1ABAYE (N°A CU459137) (Vallenet et al., 2008), ambos de las cepas de A. baumannii 
BM2686 y AYE respectivamente. A pesar de esta similitud, los genes accesorios de 
pIH7 (un probable regulador transcripcional perteneciente a la familia TetR y el 
transportador EmrE antes mencionado), no se encuentran conservados (Figura IV.4).  
 
Análisis de pIH8, pIH9, pIH11 y pIH18 
El análisis de los plásmidos pIH8, pIH9, pIH11 y pIH18 reveló que sólo 
presentaron similitud con los módulos de replicación, mantenimiento y/o conjugación 
de otros plásmidos de Acinetobacter spp. 
El plásmido pIH8 tiene 9.156 pb y un porcentaje de GC de 34,8%. En este 
replicón fueron identificados 14 ORFs cuyos productos tuvieron homólogos en 
plásmidos del género Acinetobacter en su totalidad. Fueron reconocidos módulos de 
replicación, movilización y mantenimiento, además de otras proteínas hipotéticas. El 
módulo de conjugación consistió sólo en la proteína relaxasa codificada por el gen 
 
Figura IV.4 Comparación de pIH7 con plásmidos similares de base de datos. La figura muestra el 
alineamiento de pIH7 con los plásmidos p1ABAYE y pIP1858. La similitud de secuencia se encuentra 
señalada en gris. 
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mobL, perteneciente al Dtr, por lo cual, este plásmido fue clasificado como 
potencialmente movilizable. Con respecto a las funciones de mantenimiento, se 
pudieron reconocer dos genes correspondientes al sistema toxina-antitoxina de Tipo II 
(Capítulo V, sección V.3.1). 
El análisis de la secuencia nucleotídica de pIH8 usando BlastN indicó que los 
módulos de replicación y movilización tienen similitud de secuencia con los módulos 
correspondientes en los plásmidos pM131-3 (N°A JX101646), pMAC (N°A AY541809) 
(Dorsey et al., 2006), pOXA58 (N°A CP014479), pABLAC1 N°A (NZ_CP007713) (Ou et al., 
2015), pD1279779 (N°A CP003968.1) (Farrugia et al., 2013), pMMD (N°A GQ904226) 
(Merino et al., 2010) y muchos otros plásmidos de A. baumannii. Sin embargo, a pesar 
de que todos estos plásmidos contienen genes de resistencia a antimicrobianos, 
ningún determinante de resistencia fue hallado en pIH8. 
Resultados similares se obtuvieron cuando fueron analizados los plásmidos 
pIH9 y pIH11. El pIH9, es un replicón de 10 Kb que presentó un valor de GC del 34,1 % y 
15 ORFs predichos, que incluyeron proteínas hipotéticas y módulos de replicación. El 
análisis por BlastN, demostró que sólo la Rep tuvo homólogos en base de datos con 
otras pertenecientes a los plásmidos pAB2 (N°A CP000523) (Giannouli et al., 2010), 
p2AB5075 (N°A NZ_CP008708), pA85-2 (N°A KJ477078) (Hamidian et al., 2014) y 
pAC12 (N°A CP007550) (Gan et al., 2012) todos, de A. baumannii. El plásmido pIH11, 
con un tamaño 7,3 Kb y un porcentaje de GC del 60.8%, presentó 9 ORFs, en donde se 
pudieron reconocer módulos de replicación y mantenimiento además de otras 
proteínas accesorias e hipotéticas. La búsqueda en base de datos haciendo uso de 
BlastN, indicó que los ORFs codificantes para el sistema TA, tuvieron similitud 
secuencial con aquellos encontrados en los plásmidos pABIR (N°A EU294228) (Zarrilli et 
al., 2008), pAV1 (N°A DQ278485) (Mengoni et al., 2007) y pXBB1-6 (N°A 
NZ_CP010357), todos pertenecientes a bacterias del género Acinetobacter. 
En el plásmido pIH18, con un tamaño de 3,9 Kb y un valor de GC de 33%, fueron 
reconocidos 4 ORFs que correspondieron a: 2 Reps, una proteína de la familia 
solenoide Sel1-like generalmente involucrada en rutas de señalización; y una proteína 
hipotética. El análisis realizado con BlastN demostró que este replicón tuvo similitud 
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con otros plásmidos aislados de Acinetobacter spp. en zonas acotadas de los módulos 
de replicación y en la proteína Sel1-like.  
Análisis de los plásmidos pIH12 y pIH15 
El plásmido pIH12 (6,78 Kb, 37,8% GC, 10 ORFs) mostró pequeños segmentos 
con identidad de secuencia con plásmidos de Acinetobacter spp. presentes en base de 
datos. Estos segmentos incluyeron una secuencia de inserción IS17, así como un 
conjunto de proteínas hipotéticas. Resultados similares se obtuvieron con el análisis 
del plásmido pIH15 (5,35 Kb, 60,77% GC, 9 ORFs), que presentó similitud con 
plásmidos presentes en distintas enterobacterias que presentaron una secuencia de 
inserción ISPa38 así como otras proteínas hipotéticas (no mostrado). 
Análisis del plásmido pIH13 
El análisis de pIH13, (4,1 Kb, 42,4% GC, 3 ORFs) por BlastN demostró que este 
replicón está estrechamente relacionado con la familia de plásmidos pRAY, que se 
tratan de replicones movilizables involucrados en la resistencia a distintos 
aminoglicósidos en cepas de A. baumanni (Hamidian et al., 2012). El alineamiento de 
pIH13 con plásmidos de la familia pRAY, indicó que comparte alta similitud en la 
secuencia y estructura con los plásmidos pALWED1.8 y pAJOLS1.1 (Kurakov et al., 
2016) (Figura IV.5). Estos replicones poseen, al igual que el plásmido pIH13, el gen 
aadA27 que confiere resistencia a estreptomicina y espectinomicina. Estos 3 plásmidos 
comparten además una particularidad que los diferencia de otros plásmidos de la 
misma familia: la ausencia de secuencias casetes asociadas al gen de resistencia a 
aminoglicósidos. Tanto para pIH13 como para todos los plásmidos de la familia pRAY, 
no han sido identificadas proteínas de inicio de replicación, indicando que tendrían un 




Análisis del plásmido pIH16 
El plásmido pIH16 (8.752 pb, 39,5% GC) posee 11 ORFS, que en su totalidad 
fueron homólogos a proteínas de plásmidos de cepas de Acinetobacter spp. Los 
módulos reconocidos incluyeron los de movilización (específicamente genes del Dtr), 
de replicación, de mantenimiento (TA) y proteínas accesorias, dentro de las cuales se 
reconoció a una toxina citolisina colesterol dependiente, denominada Septicolisina. La 
secuencia del plásmido fue muy similar a la descripta anteriormente en los plásmidos 
pD72-1 (N°A KM051986) (Nigro & Hall, 2014) y pC2 (N°A KU549174) (Nigro & Hall, 
2016) de A. baumannii. Los 3 plásmidos presentan una estructura genómica casi 
idéntica (Figura IV.6), sin embargo el plásmido pIH16 mostró una versión truncada de 
TonB y carece de secuencias de inserción que están presentes en pD72-1 (ISAba125). 
Estos plásmidos también codifican para la citolisina colesterol dependiente putativa, 
Septicolisina ausente en el plásmido pC2.  
 
Figura IV.5 Comparación de pIH13 con plásmidos de la familia pRAY. El plásmido pIH13 es similar a 
los plásmidos pALWED1.8 y pAJOLS1.1 aislado de especies de Acinetobacter de permafrost ártico. El 
esqueleto altamente conservado entre estos replicones comprende una región no codificante, el 
módulo de movilización MobAC y el gen de resistencia a aminoglicósidos aadA27. El porcentaje de 
identidad se indica mediante una escala de grises. Las flechas flanqueadas con puntos indican la 
presencia de casetes génicos. Entre paréntesis se muestran los N° de Acceso a las secuencias 




Análisis de los plásmidos pIH17 y pIH19 
Los plásmidos pIH17 y pIH19 conformaron los replicones más pequeños en esta 
colección. El pIH17 tiene 1,8 Kb y un porcentaje de GC del 39,5%, el pIH19, tiene 2,1 Kb 
y un contenido de GC del 39,2%. En estos replicones, se reconocieron 3 (pIH17) y 2 
(pIH19) ORFs, y sólo los corrrespondientes a proteínas de inicio de replicación 
encontraron homólogos con función conocida en base de datos. Ambas Rep tuvieron 
homología con proteínas identificadas como Rep63, las cuales están involucradas en la 
replicación de pequeños plásmidos por el mecanismo de círculo rodante (Capítulo I, 
sección I.3.4). El hecho de que estos plásmidos no contienen aparentemente más 
información que aquella que les permite mantenerse independientemente del 
cromosoma, permite clasificar a estos replicones como plásmidos crípticos cuya 
función dentro de la célula huésped se desconoce. Lo dicho anteriormente se ve 
reforzado con análisis de las secuencias nucleotídicas de ambos plásmidos ya 
demostraron ser muy similares al plásmido críptico pAB49-v1 (N°A KC417495) (Gifford 
et al., 2014) de A. nosocomialis. 
Análisis del plásmido pIH14 
En el plásmido pIH14 (5,6 Kb, 37,3% GC) se reconocieron 11 ORFs, dentro de los 
cuales pudieron ser identificadas: una Rep, proteínas de fagos y algunas proteínas 
hipotéticas, todas con homólogas en genomas de A. baumannii. El análisis de la 
secuencia nucleotídica por BlastN mostró homología con secuencias relacionadas a 
fagos que se encuentran integrados al cromosoma de la cepa A. baumannii AB0057. 
Sólo la Rep, así como un pequeño segmento de nucleótidos aguas abajo de la misma 
 
Figura IV.6 Comparación de pIH16 con plásmidos similares de base de datos. La figura muestra el 
alineamiento de pIH16 con pD72-1 y pC2. Las flechas de un mismo color representan genes 
ortólogos. Las zonas de similitud de secuencia entre los replicones se encuentran señaladas en gris. 
– rep_3 y rep, proteínas de inicio de replicación de distintas familias; TA, componentes de sistema 




presentó homología con el pequeño plásmido críptico de 1,96 Kb pM131-10 (N°A 
JX101639) de Acinetobacter sp. M13.  
Análisis de los replicones phIH4, phIH5 y phIH10 
El análisis de la secuencia de nucleótidos de los replicones phIH4 (14,1 Kb, el 
36,7% de GC, 17 ORF), phIH5 (9,5 Kb, el 39,3% de GC, 11 ORF) y phIH10 (6,7 Kb, el 
37,8% de GC, 12 ORF) mostró una alta identidad con secuencias de fagos integrados a 
cromosomas de aislamientos de Acinetobacter spp. En particular, la secuencia de 
phIH10 es idéntica a una región de 6,8 Kb de las cepas AB0057 (Adams et al., 2008) y 
D36 ambas de A. baumannii (Hamidian et al., 2015) (Figura IV.6). Esta secuencia 
también se encuentra en los cromosomas de otras cepas de A. baumannii como 
AB5075-UW (N°A CP008706) y AYE (N°A NC010410). En todos estos genomas aparece 
en repeticiones en tándem de número variable y no siempre completas. Teniendo en 
cuenta sus similitudes con fagos, junto con el hecho de que no presentan proteínas de 
inicio de replicación, estos tres replicones deben ser considerados como profagos que 





En este Capítulo se realizó un análisis bioinformático de los replicones haciendo 
uso de bases de datos disponibles online y las secuencias nucleotídicas y proteicas de 
cada molécula ensambladas descriptas en el Capítulo III. El análisis in silico de los 
 
 Figura IV.7 Comparación de phIH10 con regiones homólogas en base de datos. La figura muestra el 
alineamiento de phIH10 con regiones de cromosomas de A. baumannii en base de datos. Las zonas de 




replicones completos mostró que la mayoría de los plásmidos presentaron similitud de 
secuencia con otros plásmidos aislados de cepas de Acinetobacter spp. y que algunos 
tenían secuencias homólogas a plásmidos aislados de otros géneros bacterianos. 
Muchos replicones mostraron no sólo tener identidad sino que también presentaron 
sintenía con plásmidos presentes en base de datos. Sin embargo, en muchos casos la 
sintenía no fue completa. La presencia de módulos de replicación adicionales, como así 
también la ausencia de módulos accesorios, como por ejemplo de resistencia, podrían 
indicar que los replicones tienen un ancestro en común, el cual, pudo haber 
incorporado o perdido información a lo largo de su evolución. Estos cambios en la 
estructura, le pudieron haber conferido al replicón la capacidad de poder dispersarse y 
mantenerse en bacterias de distinto género y/o especie. La presencia de distintos 
módulos de replicación encontrados en varios replicones (pIH1, pIH9, pIH11, pIH16 y 
pIH18) y la ausencia de conjunto de genes de resistencia asociados a elementos 
transponibles como por ejemplo en pIH2, refuerza esta hipótesis de evolución y 
especialización plasmídica. Es interesante mencionar la presencia de plásmidos 
crípticos, esto es, plásmidos sin más funciones aparentes que las necesarias para su 
herencia. Si bien aún no es sabida con certeza la función de estas moléculas, es notable 
que son capaces de permanecer y heredarse correctamente y esto es suficiente para 
actuar como potenciales vehículos de información genética, al incorporar distintos 
módulos a su esqueleto molecular, y movilizarse entre distintos microorganismos. 
Con el propósito de avanzar en las características intrínsecas de los plásmidos 
presentes en bacterias del género Acinetobacter, en el Capítulo siguiente se estudiaron 
los sistemas de replicación, transferencia y mantenimiento encontrados en los 
plásmidos de la colección hospitalaria y se compararon con los anteriormente 










Análisis de los módulos de replicación, 
movilización y mantenimiento 
plasmídico de la colección hospitalaria 





Los plásmidos como unidades de ADN extracromosomales independientes han 
sido encontrados en microorganismos pertenecientes a distintas ramas del árbol 
evolutivo (Sorensen et al., 2005). Para permanecer como una entidad independiente, 
estas moléculas han evolucionado al incorporar módulos funcionales que les permite, 
además de iniciar su propia replicación, permanecer en un huésped dado y transferirse 
vertical y/u horizontalmente. El conjunto de los microorganismos en donde un 
plásmido puede replicar y mantenerse se denomina rango de huésped (Jain & 
Srivastava, 2013) y de acuerdo al tamaño y composición de estos grupos de 
microorganismos, los plásmidos pueden considerarse como de amplio o estrecho 
rango de huésped. La primera clasificación en estos dos grandes grupos fue realizada 
por Datta & Hedges (1972), quienes definieron como un plásmido de amplio rango de 
huésped a aquel que era capaz de transferirse y replicar entre especies de 
Enterobacterias y Pseudomonas. Sin embargo, una clasificación más aceptada hoy en 
día considera que un plásmido es de amplio rango de huésped cuando es capaz de 
transferirse, replicarse y mantenerse entre bacterias pertenecientes a distintos grupos 
filogenéticos (Jain & Srivastava, 2013). 
Debido a que los plásmidos pueden considerarse como vectores eficientes de 
información, es importante estudiar los posibles huéspedes de estas moléculas para 
poder determinar el impacto que acarrea su propia dispersión. Por este motivo, es de 
gran relevancia estudiar los módulos de replicación, movilización y mantenimiento 
plasmídico, que en conjunto, determinan el nicho en donde estas moléculas pueden 
habitar, esto es, el rango de huésped. 
En este Capítulo se muestra el análisis realizado para identificar y caracterizar in 
silico los módulos de replicación, movilización y mantenimiento hallados dentro de la 
colección hospitalaria de plásmidos de Acinetobacter spp. 
V.2 Proteínas de inicio de replicación plasmídica (Reps) 
Como se ha mencionado previamente, los plásmidos, para permanecer como 
una entidad independiente dentro del huésped celular, deben poseer un mecanismo 
que les asegure su replicación autónoma. Existen dos mecanismos generales de 
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control de inicio de replicación plasmídica: uno de ellos requiere de pequeños ARNs 
antisentido regulatorios; y otro requiere del reconocimiento del origen de replicación 
(oriV) por parte de proteínas de origen plasmídico (Capítulo I, sección I.3.5). Los 
plásmidos que precisan de una menor cantidad de factores de origen celular para 
poder duplicarse, tendrán la capacidad de replicar en una mayor cantidad de 
microorganismos y por ende, tendrán un rango de huésped mayor en comparación con 
otros plásmidos que demuestren una dependencia más grande del entorno celular. 
En esta sección se abordó la búsqueda y caracterización in silico de proteínas de 
inicio de replicación plasmídica. También, se realizó el análisis filogenético para poder 
establecer las relaciones existentes entre estas proteínas y así poder proponer.una 
clasificación de las Reps encontradas comúnmente en plásmidos de bacterias del 
género Acinetobacter. 
V.2.1 Análisis bioinformático de los módulos de replicación 
El análisis in silico de los replicones obtenidos por secuenciación, permitió 
reconocer 23 ORFs cuyas secuencias aminoacídicas tuvieron homología con Reps. De 
los 19 replicones cerrados de esta colección, 15 presentaron Reps, las cuales 
estuvieron distribuidas de la siguiente manera: Los replicones pIH2, pIH3, pIH6, pIH7, 
pIH8, pIH10, pIH14, pIH17 y pIH19 presentaron una única Rep, los plásmidos pIH11, 
pIH16 y pIH18 presentaron 2 Reps y los plásmidos pIH1 y pIH9 presentaron 3. Las 2 
proteínas restantes encontradas en esta colección pertenecieron al conjunto de datos 
de plásmidos no cerrados (Tabla V.1). El hecho de que un plásmido contenga múltiples 
proteínas de inicio de replicación se relacionaría con la capacidad de poder duplicarse 
en los distintos huéspedes en donde las maquinarias replicativas sean funcionales, 
aumentando las chances de ampliar su rango de huésped. En este marco, encontrar 
plásmidos de Acinetobacter con múltiples Reps, sería un indicativo fuerte de que estos 
replicones pudieron haber alcanzado a estas bacterias desde microorganismos 
distantes, como así también tendrían el potencial de poder diseminarse a otras 
bacterias no relacionadas. 
Del total de las proteínas encontradas in silico, un 83% tuvieron homólogas en 
Reps reportadas en distintas especies microbianas del género Acinetobacter. EL 17% 
de las proteínas restantes, encontraron sus homólogas en distintos géneros de 
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enterobacterias. Dentro de las 23 Reps encontradas, en 13 de ellas fue posible 
identificar dominios conservados relacionados a Reps según la base de datos Pfam: 
IncFII_repA (PF02387), RepA_C (PF04796), HTH_17 (PF12728), Rep_trans (PF02486) y 
Rep_3 (PF01051), siendo esta última familia, la más representada dentro de las Reps 
de esta colección (Tabla V.1). Un análisis realizado sobre los dominios conservados de 
las Reps de plásmidos de todas las especies de Acinetobacter presentes en base de 
datos reveló que el dominio Rep_3 también fue el más representado, seguidos por el 
conjunto Replicase + PriCT_1, cuyas proteínas contienen un dominio primasa funcional 
hacia su extremo C-ter (Figura V.1). 
 
Con el propósito de determinar la relación filogenética existente entre las Reps 
mayormente representadas en plásmidos de este género, se recopilaron las secuencias 
de las Rep_3 (PF01051) de todos los plásmidos cerrados de esta colección y de los 
plásmidos cerrados de las bacterias del género Acinetobacter depositadas en base de 
datos. En total, se recopilaron 119 secuencias aminoacídicas que fueron alineadas 
utilizando el algoritmo Muscle (Edgar, 2004). El resultado del alineamiento fue 
analizado por Prottest (Abascal et al., 2005) para encontrar el mejor modelo de 
evolución que ajuste la filogenia de estas proteínas. Los árboles filogenéticos se 
construyeron utilizando el modelo de evolución LG+F y su topología fue chequeada por 
bootstrap. Los resultados obtenidos fueron graficados considerando como válido 
valores de bootstrap mayores al 70 % como se muestra en la Figura V.2. 
 
Figura V.1 Distribución de dominios en Reps de Acinetobacter spp. La figura muestra proporción de 
los dominios encontrados en la base de datos Pfam para las proteínas de inicio de replicación halladas 
en todos los plásmidos de Acinetobacter spp. en base de datos. El dominio mayormente representado 
pertenece a la familia Rep_3 y fue coincidente con lo encontrado en los plásmidos de la colección 









En el árbol filogenético resultante pudieron ser identificados 13 grupos 
soportados por valores altos de bootstrap, denominados AR3G (Acinetobacter Rep_3 
Group). De los 8 plásmidos de la colección portadores de proteínas pertenecientes al 
domino Rep_3, 7 fueron clasificados dentro de 7 grupos diferentes: pIH9 en AR3G1.1, 
pIH16 en AR3G1.4, pIH7 en AR3G2, pIH8 en AR3G3, pIH3 en AR3G9, pIH18 en AR3G12 
y pIH11 en AR3G13.  











Proteína de inicio de 
replicación 
IncFII_repA PF02387 Enterobacter cloacae 100 
RepB Rep_3 PF01051  Enterobacteriaceae 100 
RepC-like de plásmido F - - Klebsiella pneumoniae 85 
pIH2 Rep_A RepA_C PF04796 Enterobacteriaceae 100 
pIH3 RepB Rep_3 PF01051  Acinetobacter 100 




pIH7 RepB* - - Acinetobacter parvus 100 
pIH8 RepB Rep_3 PF01051  Acinetobacter 100 
pIH9 






Proteína de Replicación de 
ADN 
HTH_17 PF12728] Acinetobacter pittii 98 













Proteína de Replicación de 
ADN 
- - Wuchereria bancrofti 95 









Proteína de Replicación de 
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Previamente, Bertini et al. (2010) propusieron una clasificación de las Reps de 
plásmidos de A. baumannii haciendo uso tanto de las secuencias aminoacídicas como 
nucleotídicas. El análisis, que incluyó otras Reps además de las Rep_3, implicó el 
alineamiento de las secuencias y un árbol realizado sólo a partir del porcentaje de 
similitud entre las secuencias sin tener en cuenta ningún modelo de evolución. De esta 
forma, fueron definidos 19 grupos de plásmidos basados en la proteína de inicio de 
replicación (GR 1-19), dentro de los cuales 15 contenían proteínas con dominio Rep_3 
Figura V.2 Árbol filogenético de proteínas Rep_3 de Acinetobacter spp. A) La figura muestra el 
árbol completo de Rep_3 de plásmidos de Acinetobacter spp. Los grupos fueron definidos con un 
valor de corte de bootstrap (cut-off) de 70. Los grupos se encuentran diferenciados en colores. Entre 
paréntesis se muestra la correspondencia entre los grupos definidos en este trabajo y el realizado 
por Bertini et al., 2010. Las flechas negras indican las posiciones de las Rep_3 de la colección 
hospitalaria de este trabajo. Los plásmidos no clasificados se encuentran en negro. B) Detalle de los 




(PF01051). La comparación de los grupos propuestos por Bertini et al. (2010) y el 
análisis filogenético realizado aquí, reveló que los grupos identificados en este trabajo, 
AR3G 2, 4, 5, 7, 8 y 12, fueron coincidentes con GR 11, 13, 1, 10, 7 y 8 respectivamente. 
Las principales diferencias entre estos dos estudios fueron encontradas para los grupos 
AR3G1 y AR3G3. El grupo AR3G1 se dividió en cuatro ramas soportadas con valores de 
bootstrap mayores a 90 % que conformaron 4 subgrupos: AR3G1.1 y AR3G1.2 que 
incluyeron miembros de GR2; AR3G1.3, coincidente con GR3 y AR3G 1.4, que contuvo 
Reps altamente similares (100 - 98 % similitud aminoacídica) a aquellas encontradas en 
los grupos GR4 y GR5. En cuanto al grupo AR3G3, este incluyó a los miembros de los 
grupos GR12, GR15 y GR18. Finalmente, el resto de los grupos definidos en este 
estudio, AR3G6, AR3G9, AR3G10, AR3G11 y AR3G13 incluyeron Reps que no han sido 
previamente clasificadas. Las Reps correspondientes a los grupos GR9, GR17 y GR19 
definidos por Bertini y colaboradores, no fueron encontradas formando parte de 
ningún grupo definido en este estudio filogenético (Figura V.2). 
La búsqueda de homólogos a las Rep_3 del árbol filogenético reveló que si bien, 
este dominio está ampliamente distribuido en plásmidos dentro del género 
Acinetobacter, con una representación del 60%, también es posible encontrar 
ortólogos dentro de los géneros Psychrobacter, Pseudomonas, Neisseria y Escherichia 
entre otros, siendo estos los más representados después de Acinetobacter spp. Estos 
resultados indicarían que los plásmidos portadores de Rep_3 podrían considerase de 
amplio rango de huésped debida a la gran variedad de géneros bacterianos en donde 
proteínas homólogas son potencialmente funcionales.  
La búsqueda de regiones ricas en AT, iterones y repeticiones invertidas en las 
inmediaciones de las Rep_3 de los plásmidos de esta colección, permitió identificar los 
posibles oriVs de estos replicones (Capítulo I, sección I.3.1). La distribución relativa de 
los elementos que componen estos loci fueron variables, conformando 8 arquitecturas 
diferentes (Figura V.3). Los iterones identificados variaron en longitud (15-25 pb), en la 
cantidad de repeticiones y también en su secuencia. Esto indica que existe una alta 







Figura V.3 Arquitectura de oriVs de proteínas Rep_3 de la colección hospitalaria de Acinetobacter 
spp. La figura muestra las disposiciones encontradas de los elementos típicos que conforman el oriV 
en todos los plásmidos de la colección con Rep_3. Se reconocieron 8 arquitecturas diferentes. A la 








V.3 Proteínas de mantenimiento plasmídico. 
Los plásmidos han evolucionado no sólo para asegurarse su duplicación en 
distintos entornos celulares, sino también para asegurar su herencia estable a la 
progenie celular. Existen al menos 3 mecanismos que promueven la estabilidad 
plasmídica: la resolución de multímeros, en donde la acción de recombinasas sitio 
específicas asociadas a los llamados sistemas de resolución de multímeros evitan los 
efectos desestabilizadores que surgen por la formación de multímeros de plásmidos 
(Sengupta & Austin, 2011); la partición activa, en donde un complejo núcleo proteico 
asegura que los plásmidos sean posicionados en los polos de la célula antes de la 
división (Schumacher, 2012, Baxter & Funnell, 2014); y la muerte post-segregacional, 
cuyo sistema incluye (al menos) dos genes: uno que codifica para una toxina estable, y 
otro para una antitoxina inestable (sistemas TA). Si el plásmido es perdido durante la 
división celular, la antitoxina, inestable, es degradada y la bacteria muere por acción 
de la toxina estable (Mruk & Kobayashi, 2013, Hernández-Arriaga et al., 2014) 
(Capítulo I, sección I.5). 
 
Figura V.4. Ensayo funcional de oriVs de Rep_3. Los oriVs de las Rep_3 de los plásmidos pIH7, pIH8 
y pIH16 fueron clonados en el vector pK18mob no replicativo en A. baumannii. Las construcciones 
(pX_Rep3, X= 7, 8 y 16) fueron movilizadas por conjugación triparental a A.baumannii A118 libre de 
plásmidos, resistente a Tp y sensible a Km. Los transconjugantes se seleccionaron en LB 
suplementado con Km y Tp. Sólo se seleccionaron las bacterias que contenían las construcciones con 
un oriV funcional en la célula receptora. 
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V.3.1 Búsqueda in silico de proteínas de mantenimiento plasmídico 
El análisis in silico para la asignación de funciones por similitud de secuencia 
demostró que 15 ORFs fueron homólogos a proteínas relacionadas al mantenimiento 
plasmídico. Estas últimas estuvieron distribuidas en 6 replicones y pertenecieron a 
mecanismos involucrados en la partición activa y muerte post-segregacional o TA. Los 
módulos de mantenimiento encontrados en los plásmidos pIH1 y pIH2, en su totalidad, 
encontraron a sus homólogos más cercanos en enterobacterias. Los restantes, 
distribuidos entre pIH3, pIH8, pIH11 y pIH16, fueron homólogos a proteínas de 
distintas especies del género Acinetobacter (Tabla V.2).  
 
 
















KJP73628.1.1 Par Etoxin  PF05016 100 
Proteína asociada a virulencia 
VagC 
Enterobacter sp.  EUM08956.1 
Maz 
Eantitoxin 
 PF04014 100 
Proteína con dominio PilT  
Enterobacter 
cloacae 




WP_045328477.1 StbA PF06406 100 












AEY80235.1 - - 99 




YP_004765036.1 - - 100 
StbC Escherichia coli YP_004765035.1 - - 100 




WP_000770709.1 ParA   PF10609 100 
pIH8 
Módulo de adicción. Toxina  Acinetobacter sp. WP_000176412.1 YafQ toxin PF15738 100 





EEY94627.1 BrnT toxin PF04365 93 





Proteina de membrana 
Acinetobacter 
baumannii  












El plásmido pIH3 fue el único en donde fue posible identificar una proteína 
relacionada al sistema de partición activa, ParA, que constituye una ATPasa encargada 
de dar energía al sistema para transportar el material genético hacia los polos. Los 
plásmidos pIH1, pIH8, pIH11 y pIH16 sólo presentaron proteínas pertenecientes al 
sistema TA de Tipo II. (Tabla V.4). Entre ellos, se encontraron proteínas con dominios 
ParE/YafQ, correspondiente a toxinas que tienen como blanco a la enzima ADN girasa y 
consecuentemente acción sobre la replicación del ADN celular (Unterholzner et al., 
2013); y toxinas con dominio BrnT, ribonucleasas cuya función es impedir la traducción 
de proteínas esenciales para la célula al degradar ARNm importantes para el 
metabolismo del huésped (Heaton et al., 2012). En dichos plásmidos, también 
pudieron reconocerse distintas antitoxinas con los dominios reconocidos MazE, RelB y 
BrnA. Es importante destacar que es muy difícil asignar el nombre correcto a las 
proteínas de estos sistemas haciendo uso de herramientas informáticas de búsqueda 
de similitud. En general, la asignación de función y nombre a los ORFs se ve dificultada 
por el nivel de similitud entre las proteínas tóxicas de los sistemas TA, incluso aún 
cuando su mecanismo de acción es diferente. Debido a esto, para poder llevar a cabo 
una identificación in silico más certera de estos módulos, será necesario determinar y 
comparar las estructuras tridimensionales de estas enzimas. Por último, en los 
plásmidos pIH1 y pIH2 se pudieron reconocer proteínas del sistema StbABC, 
involucrado tanto en procesos de mantenimiento como conjugación plasmídica 
(Guynet et al., 2011). 
V.4 Módulos de movilización plasmídica 
Los plásmidos pueden ser transferidos verticalmente al ser heredados luego de 
la división celular, como así también ser transferidos horizontalmente a 
microorganismos que pueden o no estar relacionados filogenéticamente. El 
mecanismo más importante de transferencia horizontal plasmídica entre 
microorganismos involucra el contacto célula-célula y una maquinaria proteica capaz 
de identificar, procesar y traslocar una copia del material genético desde la bacteria 
dadora hacia la receptora (Capítulo I, sección I.4). Este mecanismo, denominado 
conjugación, precisa de elementos exclusivamente plasmídicos para poder ser llevado 
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a cabo. De acuerdo a la maquinaria conjugativa codificada, los plásmidos pueden ser 
considerados como conjugativos (autotransmisibles) o movilizables (Smillie et al., 
2010). El conjunto constituido por el oriT, la relaxasa y otras moléculas accesorias que 
conforman el complejo inicial de reconocimiento y procesamiento del ADN 
(relaxosoma), se denomina Dtr (Dna transfer and replication); y el sistema de secreción 
de tipo IV, se denomina Mpf (Maiting pair formation) (Capítulo I, sección I.4.2). En este 
marco, aquellos plásmidos que codifican para un Dtr y Mpf completo, son 
considerados conjugativos. Los plásmidos que sólo contienen elementos del Dtr se 
denominan movilizables y pueden ser transferidos a otras células sólo en presencia de 
los factores del Mpf en trans que suelen ser aportados por otros plásmidos 
conjugativos (funciones helper). Los genes que codifican para este sistema de 
transporte se hallan codificados exclusivamente en los plásmidos y han sido utilizados 
como criterio de clasificación. En esta sección se buscaron y estudiaron in silico a las 
proteínas encargadas de la movilización por conjugación de la colección hospitalaria de 
plásmidos de Acinetobacter spp. 
V.4.1 Análisis in silico de módulos de conjugación 
El análisis in silico de los plásmidos obtenidos por secuenciación, permitió 
reconocer 28 ORFs cuyas secuencias aminoacídicas presentaron homología a proteínas 
asociadas a sistemas de conjugación. En la Tabla V.3 se detallan las funciones 
asociadas a cada ORF de acuerdo a su porcentaje de similitud con proteínas en base de 
datos. Los plásmidos más grandes de esta colección, pIH1 y pIH2 mostraron tener 
proteínas de movilización cuyos homólogos más cercanos correspondieron en su 
totalidad a proteínas identificadas en enterobacterias del género Klebsiella, 
Enterobacter y Escherichia. En contraposición, las proteínas de conjugación de los 
plásmidos pIH6, pIH7, pIH8, pIH13 y pIH16 encontraron sus homólogas más cercanas 
en distintas especies del género Acinetobacter. 
Para cada uno de los plásmidos se investigó la presencia de las proteínas del Dtr 
y Mpf y fue posible clasificar a la mayoría de los mismos según los sistemas presentes. 
La única excepción la constituyó el plásmido pIH1, que mostró contener sólo dos 
proteínas involucradas en la conjugación: una relaxasa truncada, perteneciente al Dtr, 
y una proteína TraX perteneciente al Mpf. Debido a la ausencia de un Mpf completo y 
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a que la proteína relaxasa se encontró truncada, presentando sólo 81 aminoácidos 
correspondientes al extremo C-ter, no fue posible predecir si este replicón constituye 
un plásmido del tipo movilizable. El plásmido pIH2 fue el único replicón de esta 
colección en donde se pudo identificar sistemas de Dtr y Mpf completos, por lo que 
correspondió al único plásmido potencialmente conjugativo. Como ya se ha descripto 
en el Capítulo IV, los módulos de movilización de pIH2 guardan alta similitud a nivel de 
secuencia y estructura con plásmidos de la familia IncN (R46, N°A AY046276) e IncW 
















WP_032638097.1 TraX PF05857 100 
Proteína de conjugación 
TraI* 
Enterobacter cloacae WP_069597126.1 - - 99 
pIH2 
Relaxasa TraI Klebsiella pneumoniae AEY80231.1 TrwC PF08751 100 
Proteína de conjugación 
TraJ 
Escherichia coli WP_063131939.1 





TraK Klebsiella pneumoniae AEY80233.1 - - 100 
TraL Enterobacteriaceae YP_004765023.1 - - 99 
TraM Escherichia coli YP_001121032.1 TrbC PF04956 100 
TraA Escherichia coli YP_004765021.1 VirB3 PF05101 100 
TraB (ATPasa tipo VirB4) Enterobacte homaechei KTK22616.1 CagE,  TrbE , VirB PF03135 100 
VirB5 Salmonella entérica EHC71373.1 T4SS PF07996 100 
EeX Enterobacteriaceae WP_000858958.1.1 - - 100 
TraD Enterobacteriaceae WP_014014948.1.1 TrbL PF04610 100 
TraE Enterobacteriaceae WP_001208352.1 VirB8 PF04335 100 
TraO Enterobacteriaceae WP_000758230.1 CagX PF03524 100 
TraF Enterobacteriaceae WP_000101920.1 TrbI PF03743 100 
TraG Enterobacteriaceae WP_001076634.1 T2SSE pfam00437 100 
Nuc Enterobacteriaceae WP_000715148.1 PLDc 2 pfam13091 100 
pIH6 
Proteína de conjugación 
TrbL 
Acinetobacter baumannii WP_004918993.1 TrbL PF04610 99 
Proteína de conjugación 
TrbJ 
Acinetobacter pittii WP_068564382.1 - - 99 
Proteína de movilización Acinetobacter pittii. OCY51628.1 1 - - 70 
Proteína hipotética Acinetobacter junii WP_004919014.1 MobA MobL PF03389 99 
pIH7 
Proteína de movilización 
(MobL-like) 
Acinetobacter sp WP_068913314.1 MobA MobL PF03389 99 
Proteína hipotética Acinetobacter spp. WP_046128218.1 - - 100 
pIH8 MobA/MobL Acinetobacter sp. EFF84546.1 MobA MobL PF03389 100 
pIH13 
Relaxasa MobA Acinetobacter lwoffii CTQ57091.1 Relaxase PF03432 100 
Proteína de movilización  Acinetobacter parvus WP_050041694.1 MobC PF05713 100 
pIH16 
Nickasa Acinetobacter baumannii WP_033107832.1 MobA MobL PF03389 100 
Proteína de movilización  Acinetobacter sp. KQD09980.1 - - 99 
(*) Secuencias parciales. 
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No obstante, la presencia de los genes fipA y nuc en pIH2, considerados como “puntos 
calientes” (hot spots) de integración en plásmidos IncN, es indicio suficiente para la 
clasificación de pIH2 en el mencionado grupo según su arquitectura modular. 
 
En los 5 plásmidos restantes pIH6, pIH7, pIH8, pIH13 y pIH16 sólo fue posible 
identificar módulos de conjugación correspondientes al sistema del Dtr (relaxasas y 
proteínas accesorias), haciendo estos plásmidos potencialmente movilizables sólo en 
presencia de plásmidos conjugativos. 
V.4.2 Clasificación filogenética de plásmidos de acuerdo a sus relaxasas 
La proteína relaxasa es fundamental para la transferencia por conjugación y se 
encuentra presente tanto en plásmidos movilizables como conjugativos (Lanka & 
Wilkins, 1995). Debido a su universalidad en plásmidos transmisibles por conjugación, 
es utilizada como criterio de clasificación. Todas las proteínas relaxasas conocidas al 
momento presentan el dominio funcional que les da nombre en los primeros 300 
aminoácidos pertenecientes a su extremo N-ter. En todas estas proteínas, dentro del 
dominio funcional, existen tres motivos secuenciales conservados: El Motivo I, que 
contiene una Tyr catalítica responsable de la unión y posterior clivaje al ADN; el Motivo 
II, involucrado en la interacción ADN-proteína en el extremo 3´del sitio de corte; y un 
Motivo III, o 3H que contiene 3 His conservadas, el cual estaría involucrado en la 
estabilización y activación del ataque nucleofílico del residuo Tyr del motivo I (Capítulo 
I, sección I.4.2.1). Francia et al., 2004, propusieron una clasificación de plásmidos 
conjugativos/movilizables, basado en las similitudes y diferencias encontradas en el N-
 
Figura V.5. Comparación de la arquitectura de pIH2 con R46 y R388. La figura muestra la comparación de pIH2 con 
la arquitectura típica encontrada en plásmidos IncN e IncW . En particular, pIH2 contiene entre los genes que 
codifican para la maquinaria del Dtr y Mpf dos genes,  nuc y fipA característicos de plásmidos IncN que se 




ter de las relaxasas. Para ello, usaron los primeros 300 aminoácidos de las relaxasas de 
los plásmidos movilizables RSF1010, ColE1, CloDF13 y pMV158. Estos plásmidos se 
encuentran dentro de los replicones movilizables mejor estudiados cuyas proteínas 
relaxasas han sido purificadas y caracterizadas in vitro. Haciendo uso de sus secuencias 
y de la herramienta Blast iterativo (PsiBlast), las secuencias homólogas a cada una de 
las proteínas fueron procesadas y utilizadas para realizar alineamientos. Estos últimos 
fueron utilizados para el análisis filogenético que permitió distinguir 5 súper-familias 
distintas de proteínas relaxasas: MOBQ, MOBP, MOBF, MOBHEN, MOBV, con 
características distintivas dentro de los tres motivos conservados. Más adelante, 
Garcillan-Barcia et al.,2009 profundizaron este análisis hacia plásmidos conjugativos 
teniendo también en consideración las características de las proteínas de 
acoplamiento. De este análisis, surgió una nueva súper familia, MOBc, como así 
también, se diferenciaron y reorganizaron nuevas sub-familias dentro de las ya 
descriptas. 
Con el propósito de clasificar a los replicones de esta colección de acuerdo a sus 
módulos de movilización, se realizó el análisis de los 300 aminoácidos N-ter de las 
relaxasas identificadas in silico. Cada una de las secuencias de las relaxasas de los 
distintos plásmidos fue alineada con las correspondientes a cada súper-familia y se 
realizaron los análisis filogenéticos utilizando los mismos parámetros reportados por 
Garcillan-Barcia et al., 2009. Los resultados permitieron clasificar a los 6 plásmidos 
dentro de 3 súper-familias. En particular, 3 de ellos se encontraron formando parte de 
un nuevo sub-grupo con características de secuencia únicas que se detallan más 
adelante. 
El análisis filogenético del extremo N-ter de la relaxasa correspondiente al pIH2 
permitió clasificar al plásmido dentro de la super-familia MOBF, en particular, la 
subfamilia MOBF11. Las relaxasas pertenecientes a la super-familia MOBF tienen ciertas 
particularidades. En principio, todas las proteínas contienen 2 dominios bien definidos: 
uno hacia el extremo N-ter con actividad relaxasa y uno hacia el extremo C-ter con 
actividad helicasa. Además, estas relaxasas poseen dos Tyr conservadas, con actividad 
catalítica dentro del Motivo I (Guasch et al., 2003, Francia et al., 2004). El subgrupo 
MOBF11 tiene 2 ramas bien definidas: una en donde se encuentran a plásmidos IncW, 
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cuyo representante es R388, y otra donde se encuentran plásmidos IncN, cuyo 
representante es R46. El análisis filogenético de la relaxasa del pIH2, una vez más 
reforzó la cercanía de este replicón con plásmidos IncN como puede verse en la Figura 
V.7. 
El análisis filogenético de la relaxasa de pIH13 permitió identificar a este último 
como miembro de la familia MOBHEN y se relacionó particularmente con el plásmido 
pRAY (N°A NC_000923) (Figura V.7), un replicón distribuido en cepas de Acinetobacter 
spp., asociado a resistencia a aminoglicósidos (Segal & Elisha, 1999). Todos los 
miembros pertenecientes a esta gran familia pertenecen al phylum proteobacteria, 
especialmente a la clase γ-proteobacteria, y muestran una gran conservación no sólo 
en la secuencia de sus módulos de movilización, sino también en la arquitectura que 
estos presentan. Las relaxasas de esta gran familia conservan una Tyr en el Motivo I, 
una Ser en el Motivo II, y en el Motivo III encontramos una particularidad que 
diferencia a estas proteínas del resto de las relaxasas: la presencia del motivo HEN que 
le da el nombre a este grupo (Figura V.7) (Garcillan-Barcia et al., 2009). 
El análisis filogenético de las relaxasas de los plásmidos pIH6, pIH7, pIH8 y 
pIH16, permitió clasificar a estos replicones dentro de la gran súper-familia MOBQ 
(Figura V.8). Dentro de los plásmidos prototipo de esta gran familia, se encuentra el 
replicón de muy amplio rango de huésped RSF1010 (N°A M28829) (Scholz et al., 1989). 
Este plásmido, pertenece al subgrupo MOBQ1 cuyos miembros corresponden a 
plásmidos que pueden ser movilizados eficientemente por plásmidos que aportan 
funciones helper de los grupos de incompatibilidad IncIα, IncM, IncX e IncP (Francia et 
al., 2004). La secuencia del extremo N-ter de estas proteínas muestran la conservación 
de una Tyr en su Motivo I, y las 3 His en el Motivo III, pero no se ha encontrado una Ser 
conservada en el Motivo II, sino que en su lugar, se hallan residuos de Glu o Asp 
(Figura V.9) (Francia et al., 2004). Hacia su extremo C-ter, estas proteínas contienen un 
dominio primasa conservado, con excepción del plásmido pTF1 (M. Drolet, 1990). 
Existen distintas arquitecturas descriptas para plásmidos de esta familia que pueden 
poseer sólo la proteína relaxasa en las inmediaciones del oriT, como así también 






Figura V.6. Relación filogenética de pIH2 con plásmidos pertenecientes a la familia MOBF. A) Árbol 
filogenético obtenido haciendo uso de los extremos N-ter de las proteínas relaxasas. Las distintas subfamilias se 
muestran en colores. Los plásmidos que no pertenecen a ningún subgrupo, se muestran en negro. El plásmido 
pIH2 se encuentra formando parte del subgrupo MOBF11 muy cercano a plásmidos IncN, como había sido 
demostrado en el análisis por comparación de su esqueleto plasmídico. B) Alineamientos de la relaxasa de pIH2 
y plásmidos relacionados pertenecientes a MOBF11. La figura muestra los tres motivos conservados encontrados 
en las relaxasas de esta subfamilia. Los aminoácidos invariantes que caracterizan a esta subfamilia están 






En el caso de pIH8, se ha identificado a la relaxasa como la única proteína del módulo 
de movilización y esto fue congruente con los dos plásmidos más cercanos obtenidos 
del análisis filogenético, pMAC (N°A AY541809) (Dorsey et al., 2006) y pAV2 (N°A 
DQ278486) (Mengoni et al., 2007) ambos replicones aislados de cepas de 
Acinetobacter spp (Figura V.8), pertenecientes a la subfamilia MOBQ1. 
 
Figura V.7 Relación filogenética de pIH13 con plásmidos de la familia MOBHEN. A) Árbol filogenético de 
relaxasas de plásmidos de la subfamilia MOBHEN. La relaxasa de pIH13 (en rojo) mostró estar 
estrechamente relacionada con la correspondiente al plásmido pRAY, un replicón movilizable de A. 
baumannii. La similitud encontrada en este análisis reforzó los resultados obtenidos en el análisis de la 
secuencia nucleotídica del esqueleto plasmídico. B) Fragmentos del alineamiento del segmento N-ter de 
la relaxasa de pIH13 con plásmidos pertenecientes a la subfamilia MOBHEN. Se detallan los tres motivos 





Las relaxasas de los plásmidos pIH6, pIH7 y pIH16 resultaron ser muy similares y 
filogenéticamente cercanas al plásmido p1ABAYE (N°A CU459137) de A. baumannii 
AYE (Vallenet et al., 2008). Estas 4 relaxasas se ubican en un subclado bien 
diferenciado y soportado por valores altos de bootstrap, por lo que podrían constituir 
un nuevo subgrupo. Por esta razón, las proteínas fueron analizadas para determinar la 
identidad de los motivos secuenciales únicos y diferenciales a los encontrados 
comúnmente en esta gran súper-familia. Para ello, las secuencias de los extremos N-
ter de las relaxasas de este subclado fueron usadas para buscar homólogos en base de 
datos. 
 
Figura V.8 Árbol filogenético de relaxasas de la familia MOBQ. En la figura se muestra el árbol filogenético 
derivado del alineamiento de las relaxasas de la gran familia MOBQ y las relaxasas de la colección de 
plásmidos hospitalarios de este trabajo. Se destacan en colores los grupos Q1, Q2 y Q3 y en negro se 
muestran los plásmidos no incluidos en ningún subgrupo. El plásmido pIH8 aparece formando parte de la 
subfamilia MOBQ1, estrechamente relacionado con los plásmidos pMAC y pAV2. Los plásmidos pIH6, pIH7 y 




Aquellas secuencias que presentaron un alto porcentaje de similitud de secuencia 
(100-98 % identidad; 100–90 % cobertura) fueron elegidas y se realizó un alineamiento 
múltiple en busca de aminoácidos conservados representativos. El análisis secuencial 
comparativo y detallado del alineamiento de este subclado permitió reconocer la 
presencia de los tres motivos que constituyen el dominio funcional de las relaxasas. 
Éstos conservaron las características encontradas en todas las relaxasas de la gran 
familia MOBQ, pero además, fueron identificados aminoácidos invariantes que les 
confieren a las relaxasas de este subgrupo una característica diferencial conservada 
que lo distingue de los subgrupos ya descriptos Q1, Q2 y Q3, confirmando la existencia 
de un nuevo subgrupo que fue denominado MOBQ4. Los aminoácidos invariantes 
encontrados que caracterizan a la subfamilia MOBQ4 incluyen: residuos de Tyr y Arg 
dentro del Motivo I; residuos Glu, Arg, Phe y Pro dentro del Motivo II, y dentro del 
 
 
Figura V.9 Motivos característicos de familias MOBQ. Alineamiento del segmento N-ter de la relaxasas 
correspondientes a subfamilias MOBQ1y MOBQ4. Se detallan en color los aminoácidos conservados dentro 




Motivo III, las típicas 3 His con posible actividad catalítica conservada, entre otro 
atando residuos (Fig. V.9). 
V.4.3 Análisis del módulo de Movilización de los plásmidos MOBQ4 de la colección 
hospitalaria 
Con el objetivo de caracterizar a los miembros de la colección hospitalaria 
pertenecientes a la nueva subfamilia MOBQ4, se analizaron bioinformáticamente los 
módulos de movilización de los plásmidos pIH6 y pIH7. Estos demostraron que guardan 
semejanza estructural con los encontrados en el plásmido pTF1 de Thiobacillus 
ferrooxidans, un plásmido clasificado como perteneciente a la familia de plásmidos 
movilizables IncQ e IncQ-like (Rawlings & Tietze, 2001) que presentó ciertas 
características diferenciales. La estructura genómica de los módulos de movilización de 
pTF1 está constituida sólo por dos genes de proteínas pertenecientes al Dtr: una 
relaxasa MobL y una proteína accesoria MobS, las cuales se encuentran flanqueando el 
OriT, orientadas en direcciones contrarias (Figura V.10) (Drolet et al., 1990). Por otra 
parte, la proteína relaxasa, a diferencia de otras encontradas en plásmidos IncQ, sólo 
contiene un dominio funcional, hacia el extremo N-ter. Sin embargo, estudio 
funcionales han demostrado que su extremo C-ter es necesario para soportar la 
movilización por conjugación (M. Drolet, 1992). 
 
Estudios previos realizados en pTF1 demostraron que tanto MobS como MobL 
son necesarias para la movilización por conjugación en presencia de distintos 
plásmidos conjugativos (M. Drolet, 1992). Para evaluar la funcionalidad de los módulos 
del Dtr de los plásmidos pIH6, pIH7, se amplificaron por PCR los segmentos 
conteniendo a las proteínas MobS y MobL flanqueando el posible oriT (Figura V.11). 
 
Figura V.11 Comparación del esqueleto plasmídico entre pTF1 de T. ferrooxidans, pIH6 y pIH7 de la 
colección hospitalaria de Acinetobacter spp. Las semejanzas entre las proteínas del Dtr se marcan en 
color azul oscuro. En particular, pIH6 presentó dos ORFs adicionales que codifican para proteínas 
pertenecientes al sistema del Mpf, TrbL y TrbJ. 
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Los amplicones fueron clonados en vectores no movilizables con origen de replicación 
en E. coli. Las construcciones fueron transformadas en E. coli y se realizaron los 
ensayos de movilización por conjugación utilizando los plásmidos conjugativos, R571 
(IncP1β) (Jobanputra & Datta, 1974), R388 (IncW) (Llosa et al., 1991) y RN3 (IncN) 
(Gotz et al., 1996) como plásmidos helper (Tabla V.4). Los resultados obtenidos 
indicaron, primer lugar, que las dos construcciones utilizadas en estos ensayos 
(pMob6, pMob7; Capítulo II, sección II.2) resultaron ser movilizables por al menos un 
plásmido helper, determinando que fehacientemente, los módulos del Dtr clonados 
son funcionales. En segunda lugar, las frecuencias de conjugación de una misma 
construcción al utilizarse distintos plásmidos helper, presentaron variaciones, 
infiriendo que la maquinaria en trans de los plásmidos conjugativos estaría 
reconociendo diferencialmente al relaxosoma conformado por los elementos MobS - 
MobL asociados al oriT del ADN de transferencia (ADN-t). Esto puede deberse a las 
diferencias entre las proteínas acopladoras (CP) de cada sistema del Mpf, y 
consiguientemente, a diferencias en la interacción relaxosoma-CP-proteínas del poro 
secretor. Interesantemente, al comparar las frecuencias de conjugación para distintas 
construcciones en presencia de un mismo plásmido helper, se encontraron diferencias 
contundentes de varios órdenes de magnitud (Tabla V.4).  
En particular, cuando los módulos de pIH6 y pIH7 fueron enfrentados al mismo 
plásmido conjugativo R388, las diferencias fueron más drásticas, debido a que la 
maquinaria en trans de este último no logró movilizar al vector conteniendo el Dtr de 
pIH7. Cabe destacar que el estudio filogenético para la clasificación de plásmidos, 
mostró que las relaxasas correspondientes a pIH6 y pIH7 compartían una alta similitud 
de secuencia en su extremo N-ter y por ello se las encontró formando un nuevo 




 Un alineamiento de las proteínas relaxasas completas de pIH6 y pIH7 (Figura V.12), 
reveló que los extremos C-ter presentan diferencias importantes en su secuencia. Esta 
desigualdad podría explicar el comportamiento diferencial en la frecuencia de 
movilización si se considera que la proteína 
acopladora se encuentra interactuando y 
reconociendo el segmento C-ter de las 
relaxasas para guiar el complejo hacia el poro 
secretor del Mpf. En este marco, la proteína 
acopladora del Mpf del plásmido R388 no 
sería capaz de reconocer y/o unirse al 
extremo C-ter de la relaxasa del plásmido 
pIH7 y consecuentemente al relaxosoma 
completo, explicando así, la ausencia de movilización del vector.  
 
Figura V.11 Ensayo funcional de Dtr de plásmidos MOBQ4. A) Detalle del fragmento amplificado por 
PCR que contiene todo el Dtr de los plásmidos pIH6 y pIH7. B) Los fragmentos fueron clonados en 
vectores no movilizables. Las construcciones (pMobX, X = 6 y 7) fueron transformadas en cepas que 
contenían plásmidos helper de distintos grupos de incompatibilidad. Las cepas resultantes fueron 
evaluadas en su capacidad de movilización del pMobX en un ensayo de conjugación donde la cepa 
E.. coli HB101 libre de plásmidos fue utilizada como receptora. Se seleccionaron aquellas bacterias 
que recibieron una copia de los vectores por su resistencia a los antibióticos correspondientes.  
Tabla V.4 Frecuencias de conjugación* 
 Plásmido Helper 
 
R751      
(IncPβ) 
RN3     
(IncN) 
R388     
(IncW) 
pMob6 10
-2 10-4 10-5 
pMob7 10
-7 10-1 ND 
*Los valores corresponden a los órdenes 
magnitud de las frecuencias calculadas 
como el cociente entre las UFC/ml de 







En este capítulo se han estudiado los módulos de conjugación, replicación y 
mantenimiento plasmídico que surgieron de la asignación de funciones in silico de los 
plásmidos secuenciados de la colección hospitalaria de Acinetobacter spp. 
Con respecto a los módulos de replicación, un análisis que incluyó a todas las 
Reps de plásmidos de Acinetobacter spp. en base de datos determinó que las proteínas 
con dominio Rep_3 son las más frecuentemente encontradas en plásmidos de 
bacterias de este género y esto fue congruente con lo hallado en esta colección 
plasmídica. Para determinar la cercanía entre estas proteínas se llevó a cabo un 
estudio filogenético de las proteínas completas utilizando el mejor modelo de 
evolución encontrado para estas secuencias. El árbol resultante graficó la relación 
filogenética entre estas proteínas y determinó que existen 13 grupos bien 
diferenciados y soportados. Las secuencias de proteínas Rep_3 fueron utilizadas para 
buscar homólogos en base de datos y los resultados indicaron que proteínas muy 
emparentadas se encontraron no sólo en bacterias del género Acinetobacter, sino 
 
Figura V.12. Alineamiento de las relaxasas de pIH6 y pIH7. La figura muestra el alineamiento 
realizado para las proteínas relaxasas completas de los plásmidos pIH6 y pIH7. En color se detallan los 
aminoácidos idénticos. El recuadro encierra el segmento N-ter conservado para estas proteínas que 
constituyen los primeros 240 residuos. Las diferencias sobre el segmento C-ter de ambas proteínas 
podrían explicar el comportamiento diferencial encontrado en las frecuencias de conjugación 
utilizando un mismo plásmido helper. 
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también en otros géneros distantes. Esta información permite predecir el rango de 
huésped en donde estas proteínas podrían potencialmente ser funcionales y 
consecuentemente permitir la replicación y permanencia de los plásmidos. 
A partir de la búsqueda de proteínas involucradas en mantenimiento 
plasmídico se pudieron identificar proteínas involucradas en al menos dos mecanismos 
bien conocidos: partición activa y muerte post-segregacional. Estas proteínas 
encontraron sus homólogos más cercanos tanto en enterobacterias como en distintas 
especies del género Acinetobacter. 
El análisis bioinformático de los plásmidos también permitió reconocer 
proteínas pertenecientes a los sistemas del Dtr y Mpf involucrados en el proceso de 
conjugación. Sólo en uno de los plásmidos, el pIH2, pudieron encontrarse todos los 
elementos del Mpf completo acompañando al Dtr, por lo cual constituyó el único 
plásmido potencialmente conjugativo de la colección. Las proteínas restantes 
involucradas en conjugación se encontraron formando parte de sistemas de Dtr de 5 
plásmidos distintos, pIH6, pIH7, pIH8, pIH13 y pIH16, todos ellos potencialmente 
movilizables en presencia de plásmidos conjugativos.  
El análisis filogenético de las relaxasas permitió clasificar a todos los plásmidos 
dentro de distintas familias, descriptas en trabajos anteriores (Francia et al., 2004, 
Garcillan-Barcia et al., 2009). Así, el plásmido pIH2 mostró pertenecer a la gran familia 
MOBF, en particular a la subfamilia MOBF11, acompañado de plásmidos IncN, 
reforzando el análisis realizado previamente en el Capítulo IV. El plásmido pIH13 
demostró pertenecer a la familia MOBHEN, estrechamente relacionado nuevamente al 
plásmido pRAY, como había sido demostrado en el análisis nucleotídico de su 
esqueleto en el capítulo IV. Los relaxasas de los plásmidos pIH6, pIH7, pIH8 y pIH16 
permitieron clasificar a sus plásmidos portadores dentro de la familia MOBQ, cuyos 
miembros son tanto plásmidos conjugativos como movilizables. Los plásmidos pIH6, 
pIH7 y pIH16 se encontraron formando un subclado robusto y bien definido. El análisis 
de las secuencias de las relaxasas de este subclado permitió identificar características 
específicas-únicas de estas proteínas dentro de los 3 motivos que forman parte del 
dominio funcional N-ter. Debido a esto, este nuevo subclado fue nombrado como el 
nuevo subgrupo MOBQ4. 
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El análisis experimental de los Dtr de los plásmidos de esta colección 
pertenecientes al subgrupo MOBQ4, reveló que todos fueron funcionales. Sin embargo, 
presentaron diferencias en las frecuencias de conjugación cuando un mismo Dtr se 
enfrentó a distintos plásmidos conjugativos, como así también, cuando distintos Dtr se 
enfrentaron a un mismo plásmido con funciones helper. Este comportamiento 
diferencial indicó que, en primer lugar, los sistemas del Mpf de los plásmidos 
conjugativos reconocen diferencialmente a un mismo relaxosoma. Por otra parte, la 
diferencia en la frecuencia de movilización de plásmidos con distintos Dtr enfrentados 
a un mismo plásmido helper demuestra que existen diferencias en el reconocimiento 
de un mismo Mpf por los relaxosomas. El alineamiento de las proteínas relaxasas 
completas demostró que las proteínas difirieron en su extremo C-ter y que esta podría 
haber sido la razón de las diferencias encontradas, si este segmento tuviese relevancia 
en el reconocimiento y/o transporte llevado a cabo por el Mpf. 
El análisis filogenético de las proteínas relaxasas en general fue congruente con 
lo hallado en el análisis nucleotídico de los esqueletos plásmídicos de estos replicones, 
sin embargo, el análisis funcional para miembros de un mismo grupo demostró que el 
método para la clasificación de plásmidos no es suficiente para explicar el 
comportamiento de estos últimos en la transferencia por conjugación en presencia de 
distintos plásmidos conjugativos. 
Un análisis funcional más exhaustivo deberá llevarse a cabo de manera de 













Obtención y secuenciación de una 
colección ambiental de plásmidos de 





Actualmente se aceptan 42 especies diferentes dentro del género 
Acinetobacter según la lista de nombres procarióticos con nomenclatura establecida 
(LPSN) (List of Procariotic names with Standing in Nomenclature). En la base de datos 
del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) se encuentran disponibles 2246 genomas de 
Acinetobacter spp., en su gran mayoría incompletos, sin embargo, existen sólo 212 
plásmidos completos. Del total de la información depositada en base de datos, el 
79,7% corresponde a secuencias de Acinetobacter baumannii, seguido lejanamente 
por especies no identificadas con un 7,3% y por secuencias de Acinetobacter pitti con 
un escaso 4,5%. Del total de los genomas plasmídicos, el 70,7% corresponden a 
plásmidos de A. baumannii, seguidos por especies sin identificar con un 9,9%, A. pitti 
con un 4,2% y A. Johnsonii con un 3,8%. Es importante destacar el hecho de que la gran 
mayoría de las secuencias provienen de bacterias de origen intrahospitalario. Las pocas 
excepciones, consisten en general, en secuencias correspondientes a bacterias 
medioambientales de interés biotecnológico.  
Debido a la relevancia clínica que cobraron las bacterias de este género en los 
últimos años, existe una tendencia muy marcada al estudio de genomas de 
Acinetobacter spp. enfocado principalmente a la búsqueda de nuevas variantes de 
genes de resistencia a antibióticos y al estudio epidemiológico de cepas clonales 
responsables de brotes intrahospitalarios (Adams et al., 2010, Yoon et al., 2015, Wang 
et al., 2016, Wang et al., 2016). Por otra parte, los pocos estudios realizados sobre 
cepas ambientales se centran en escasas cepas en particular aisladas por poseer 
actividades de interés biotecnológico como la degradación de compuestos 
xenobióticos o por poseer resistencia a diferentes metales pesados (Mishra et al., 
2016, Regar et al., 2016, Sharma & Lin, 2016, Tian et al., 2016, Zhang et al., 2016). Por 
esta razón, en esta segunda parte del trabajo de Tesis, se propuso estudiar plásmidos 
de Acinetobacter spp aislados de suelos y aguas de ambientes no prístinos y en 
ausencia de presión de selección de agentes antimicrobianos, con el fin de contribuir a 
aumentar la información plasmídica en general y poder hacer inferencia acerca de la 
transmisión de la información entre especies de este género provenientes de nichos 
ambientales completamente diferentes. 
103 
 
VI.2 Características fisiológicas del género Acinetobacter 
Según el manual de bacteriología sistemática de Bergey (Murray et al., 1984), 
las bacterias pertenecientes al género Acinetobacter consisten en bacilos de 0,9–1,6 × 
1,5–2,5 µm que adoptan una morfología cocoide conforme se encuentren ingresando 
a fase estacionara. De acuerdo a su pared celular, corresponden a bacterias Gram 
negativas, aunque en la práctica son bacterias que resisten a la decoloración en la 
tinción de Gram, por lo tanto, el fenotipo muchas veces es considerado Gram 
“variable”. En fase sólida, las bacterias forman colonias no pigmentadas y mucosas en 
presencia de cápsula. Las bacterias pertenecientes a este género, son incapaces de 
moverse en medio líquido (desplazamiento natatorio o swimming) y debido a ello 
fueron nombradas como tales (del griego, Akineto no-móvil), sin embargo, estudios 
posteriores han demostrado que pueden trasladarse por translocación en superficies 
(movimiento pulsante o Twiching). Estas bacterias son aerobias estrictas, no 
fermentadoras y mesófilas, presentando un rango óptimo de temperatura de 
crecimiento entre 33 - 35°C. En condiciones de laboratorio estas cepas resultan oxidasa 
negativas y catalasa positivas y pueden crecer fácilmente en medios ricos nutritivos 
tanto en soporte sólido como líquido bajo buena agitación. No obstante, las bacterias 
de este género tienen la capacidad de crecer en medio definidos minerales en 
presencia de una única fuente de carbono y energía tales como acetato, lactato, 
succinato y etanol, entre otras (Baumann, 1968). Además, estos microorganismos son 
capaces de crecer en un amplio rango de valores de pH (5,5- 8) y resistentes a la 
desecación. Estas características fisiológicas le proporcionan a las bacterias de este 
género la posibilidad de habitar distintos nichos ecológicos bajo condiciones 
sumamente diferentes. Por este motivo, es posible encontrar naturalmente a 
Acinetobacter spp. en suelo, agua, barros, animales, vegetales, humanos y superficies 
abióticas (Murray et al., 1984). 
VI.3 Obtención de la colección ambiental de bacterias del género 
Acinetobacter portadoras de plásmidos 
Debido a su amplia versatilidad metabólica y a la capacidad de adquirir 
información exógena, es posible encontrar a bacterias del género Acinetobacter en 
múltiples y diversos ambientes naturales. Existen numerosos estudios que indican que 
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es posible encontrar y aislar distintas especies desde suelo, aguas, barros y animales 
entre otros (Campos-Guillén et al., 2014, Chang et al., 2015, Zhang et al., 2015, 
Radolfova-Krizova et al., 2016). Por esta razón, se eligieron 4 zonas distintas de la 
ciudad de La Plata elegidas por su proximidad a actividades humanas, pero alejados de 
fuentes de contaminación de desechos hospitalarios y/o industriales.  
Las muestras recolectadas de agua y tierra fueron enriquecidas en medio 
líquido Baumann (Baumann, 1968) utilizando acetato de sodio como única fuente de 
carbono y energía, suplementado con cicloheximida para eliminar la presencia de 
levaduras. En este medio, bajo condiciones de agitación intensa, el cultivo se enriquece 
en bacterias que son capaces de duplicarse en medios minerales con requerimientos 
mínimos, como lo son las pertenecientes al género Acinetobacter. La incubación de 
una noche (ON del Inglés Over Night) a 30°C permitió el crecimiento de la totalidad de 
los cultivos ensayados. En este punto, se tomaron pequeñas alícuotas de cada cultivo y 
distintas diluciones fueron sembradas en placas conteniendo medio sólido diferencial 
para Acinetobacter (LAM) e incubadas ON a 30°C. El medio LAM, fue desarrollado por 
Jawad et al., 1994 para el crecimiento selectivo y diferencial de Acinetobacter spp. de 
origen clínico. Este medio, originalmente se suplementa con los antibióticos 
vancomicina, cefsulodina y cefradina, sin embargo, debido a que las muestras 
ensayadas no tuvieron origen clínico, se decidió no suplementar el medio con estos 
antibióticos. La presencia de azúcares fermentables tales como fructosa o sacarosa en 
presencia del indicador de pH Rojo Neutro, permite la diferenciación de las colonias 
basados en los productos liberados durante la utilización de las fuentes de carbono y 
energía. En este medio, Acinetobacter spp. crece formando colonias rosadas, mucosas, 
circulares, lisas, convexas y opacas de entre 1 a 2 mm de diámetro luego de 24 horas 
de incubación. Aquellas colonias que evidenciaron dicho fenotipo, fueron repicadas en 
medio LB para posterior análisis y selección. Del total de las muestras ensayadas 
fueron seleccionadas 346 colonias con morfología característica de Acinetobacter spp. 
en estas condiciones. 
Debido a que el método de enriquecimiento elegido permite también el 
crecimiento de otras bacterias con pocos requerimientos de crecimiento como lo son 
varias especies del género Pseudomonas y al hecho de que bacterias como 
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Burkholderia cepacea crecen formando colonias muy similares a Acinetobacter en 
medio LAM (Jawad et al., 1994), se realizaron más pruebas sobre los aislamientos 
obtenidos con el fin de eliminar a la flora acompañante no deseada. 
Cada una de las colonias seleccionadas fue cultivada ON en medio LB líquido 
para luego ser sometidas a tinción de Gram y observación de coloración, morfología y 
agrupación al microscopio óptico. Aquellas bacterias cocobacilares, Gram negativas, 
agrupadas en ocasiones formando duplas, fueron nuevamente seleccionadas. Se 
realizaron nuevamente cultivos líquidos ON en medio mineral Baumann y alícuotas de 
los cultivos en fase exponencial y exponencial tardía se observaron en fresco al 
microscopio óptico para determinación de movilidad natatoria. Los cultivos de 
bacterias móviles fueron descartados (Figura VI.1). En este punto, del total de 346 
candidatos, 146 fueron descartados debido a su morfología, agrupación y/o movilidad. 
Los cultivos candidatos, fueron utilizados para determinar su comportamiento ante la 
prueba de oxidasa. Del total de los 200 aislamientos candidatos, sólo 21 desarrollaron 
color durante el test (Oxidasa positivos) y fueron descartados. Al finalizar esta etapa, 
fueron seleccionados 179 aislamientos, posibles candidatos de Acinetobacter spp. 
ambientales. 
 
El siguiente paso consistió en la determinación de la presencia de plásmidos en 
los aislamientos seleccionados. Para ello, cada uno fue sometido a lisis in situ en geles 
de agarosa. Debido al origen ambiental de las bacterias, fue necesario incluir etapas de 
lavado previas a la siembra de los geles, como así también realizar modificaciones para 
llevar a cabo la lisis (Capítulo II, sección II.7.3.2). Posterior a la puesta a punto de la 
técnica, fue posible identificar a aquellos aislamientos portadores de plásmidos 
 
Figura VI.1 Protocolo de aislamiento de Acinetobacter spp. desde muestras ambientales. En la figura se 
detallan paso a paso la estrategia seguidas para el aislamiento de las bacterias de la colección ambiental de 
Acinetobacter spp.  
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evidenciados por la presencia de una o más bandas en los geles en diferentes perfiles 
(Figura VI.2). El análisis permitió inferir la existencia de al menos un replicón 
extracromosomal en el 85% de los aislamientos ensayados. El 15% de las bacterias que 
no presentaron plásmidos por este método, fue descartado. Aquellos aislamientos que 
mostraron tener igual perfil plasmídico en geles, fueron agrupados y representantes de 
cada uno de los grupos se seleccionaron para corroborar su identidad por 
espectrometría de masa MALDI-TOF mediante comparación de perfiles proteicos con 
base de datos (MALDI Biotyper Systems) (Capítulo II, sección II.10). Los resultados de 
este último análisis revelaron que alrededor del 95% de los aislamientos portadores de 
plásmidos seleccionados correspondieron a alguna especie del género Acinetobacter, 
dentro de las cuales encontramos representantes de A. johnsonii, A. radioresistens, 
A.calcoaceticus, A towneri y A. junnii entre otros, determinando que el protocolo 
seguido para el enriquecimiento, aislamiento, selección y caracterización de 
Acinetobacter elegido en este trabajo fue exitoso. De la totalidad de los aislamientos 
portadores de plásmidos identificados como pertenecientes a alguna especie del 
género Acinetobacter, se seleccionaron 58 para continuar trabajando. 
VI.4 Extracción y purificación de plásmidos de la colección ambiental de 
Acinetobacter spp. 
Una vez obtenidos los aislamientos portadores de plásmidos correctamente 
identificados como pertenecientes al género Acinetobacter, el siguiente paso consistió 
en la extracción y purificación de los replicones para su posterior secuenciación. En 
esta oportunidad no fue posible utilizar el método de Kieser (1984) como fue hecho 
para la colección hospitalaria (Capítulo III, sección III.4). Los aislamientos ambientales 
se mostraron resistentes a dicho método de lisis y en consecuencia, los rendimientos 
obtenidos no fueron satisfactorios. Por este motivo, se realizó un método de 
extracción de ADN enriquecido en ADN plasmídico en gran escala a partir de lisis 
enzimática en condiciones alcalinas. El método elegido fue el de la desnaturalización 





Figura VI.2 Perfiles plasmídicos de los aislamientos de la colección ambiental de Acinetobacter spp. 
La figura muestra los perfiles de plásmidos por medio de la técnica de geles de lisis in situ de una 
fracción de los aislamientos bacterianos de la colección ambiental de Acinetobacter spp.  
108 
 
El ADN obtenido de los distintos aislamientos fue concentrado y mezclado 
formando 4 muestras compuestas que fueron seguidamente sometidas a purificación 
por ultracentrifugación en un gradiente isopícnico de CsCl-bromuro de etidio (J 
Sambrook). Las bandas correspondientes al ADN circular covalentemente cerrado 
fueron extraídas del tubo de ultracentrifugación, colectadas en una única muestra y 
luego acondicionadas para la posterior secuenciación.  
VI.5 Secuenciación masiva de la muestra compuesta de ADN plasmídico de la 
colección ambiental de Acinetobacter spp. 
La muestra enriquecida en ADN plasmídico se secuenció utilizando nuevamente 
la plataforma Illumina MiSeq en el CeBiTec, Universidad de Bielefeld, Alemania. En 
este caso, la secuenciación generó un total de 1.340.077 lecturas que correspondieron 
a un total de 384.534.478 bases secuenciadas. De todas las bases secuenciadas, 
2.066.367 fueron alineadas en contigs, alcanzando de esta forma una cobertura de 
186. Las lecturas fueron ensambladas en contigs y scaffolds utilizando nuevamente el 
programa GS de novo Assembler software (gs Assembler, version 2.8, Roche). En esta 
oportunidad, se obtuvieron 158 scaffolds de un tamaño promedio de 12 Kb, y un 
tamaño máximo de 205 Kb. El total de contigs fue de 846 con una longitud promedio 
de 3 Kb, y tamaño máximo de 40 Kb.  
En esta nueva secuenciación, no fue posible obtener in silico ningún plásmido 
ambiental en forma circular cerrado. Por esta razón, el análisis se enfocó en aquellos 
contigs que presentaron al menos un ORF homólogo a proteínas asociadas a funciones 
de la biología de plásmidos. Del total de los 846 contigs, fueron seleccionados 77 para 
su posterior análisis. 
_____________________________________________________________________ 
Debido a la extraordinaria capacidad que tienen las bacterias del género 
Acinetobacter a sobrevivir aun en condiciones de baja disponibilidad de nutrientes, 
desecación, y bajo presiones continuas de selección, es que se la puede aislar desde 
nichos ecológicos muy diferentes pudiendo considerar a las bacterias de este género 
como ubicuas. Sin embargo, debido al creciente interés derivado de brotes 
hospitalarios a causa de la multi/pan resistencia adquirida por Acinetobacter spp., la 
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gran mayoría de los estudios se ven enfocados sobre aislamientos hospitalarios, 
disponiendo de poca información acerca de los genomas, en general y plásmidos, en 
particular de Acinetobacter spp. de origen ambiental. Dada la importancia de la 
transferencia horizontal en la evolución bacteriana y en la capacidad de adquirir 
información de Acinetobacter spp., resulta de interés estudiar a los vectores asociados 
a este género para determinar si existe o no un reservorio natural de la información 
que puede diseminarse naturalmente o por la actividad humana. Por este motivo, en 
este capítulo se dio énfasis en las características fisiológicas de bacterias 
pertenecientes al género Acinetobacter, con el fin de determinar un protocolo 
eficiente de aislamiento, e identificación de bacterias de este género a partir de 
muestras medioambientales para luego extraer y secuenciar la información asociada a 
sus plásmidos. 
El protocolo utilizado incluyó técnicas de microbiología clásica de 
enriquecimiento y diferenciación de colonias que luego fueron sometidas a distintas 
pruebas de manera de poder seleccionar fenotípicamente a los aislamientos 
bacterianos. Las bacterias candidatas, portadoras de plásmidos fueron finalmente 
analizadas por espectrometría de masa MALDI-TOF para corroborar su identificación a 
nivel de género. Los resultados demostraron que el protocolo seguido fue 
verdaderamente eficiente para la búsqueda de bacterias Acinetobacter spp., teniendo 
en cuenta que posterior a todos los pasos de selección, sólo un pequeño porcentaje de 
los aislamientos resultaron pertenecer a otros géneros bacterianos.  
La datos obtenidos luego de la secuenciación de la nueva muestra plasmídica 
fueron indicativos de una buena cobertura, aunque no fue posible completar ningún 
replicón. En el capítulo siguiente se presenta el análisis de las marcos abiertos de 
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Las bacterias pertenecientes al género Acinetobacter son encontradas en una 
amplia variedad de nichos ecológicos, muy posiblemente debido a la gran versatilidad 
metabólica que presentan. De esta forma, muchas especies de este género han sido 
aisladas de suelos, barros, aguas, animales, y ambientes hospitalarios entre otros. Los 
estudios realizados sobre aislamientos ambientales (considerando ambiental todo 
nicho distinto al hospitalario) (Campos-Guillén et al., 2014, Chang et al., 2015, Zhang et 
al., 2015, Radolfova-Krizova et al., 2016), se centran sobre las propiedades 
degradativas de estas bacterias debido a la importancia biotecnológica asociada a la 
utilización de estos aislamientos con fines de biorremediación (Iyer & Damania, 2016, 
Regar et al., 2016, Sharma & Lin, 2016, Zhang et al., 2016, Yang et al., 2017). 
Consecuentemente, los estudios realizados sobre plásmidos de Acinetobacter spp. 
ambientales se basan en la búsqueda de genes del metabolismo de compuestos 
xenobióticos, aunque también es posible encontrar estudios sobre aparición de 
resistencia a antimicrobianos en aislamientos de barros activados o efluentes tanto de 
actividades industriales como domésticas. Debido a que la información disponible 
acerca de la biología de plásmidos de Acinetobacter spp. ambientales es escasa, en 
esta parte del trabajo de Tesis se propuso abordar el estudio de los módulos 
plasmídicos hallados en aislamientos de Acinetobacter spp. de origen ambiental con el 
fin de aumentar el conocimiento de estos vectores ambientales y dilucidar si existe o 
no relación con la biología de plásmidos hospitalarios pertenecientes al mismo género. 
VII. 2 Análisis general de los contigs plasmídicos de la colección ambiental de 
Acinetobacter spp. 
Como se indicó en el capítulo anterior, la secuenciación masiva de la muestra 
compuesta de plásmidos ambientales permitió obtener 846 contigs. Debido a la 
presencia de contaminación cromosomal en la muestra, sumado al hecho de que no se 
pudo obtener in silico ningún replicón cerrado, se seleccionaron para continuar 
trabajando sólo aquellos contigs en cuyas secuencias se encontrara al menos un ORF 
con homología a proteínas exclusivamente plasmídicas. De esta forma, fueron 
seleccionados 77 contigs cuyas características generales se resumen en la Tabla A.3 
(ANEXO). Dentro de los contigs plasmídicos, fueron posible reconocer 596 ORFs que 
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incluyeron, como era esperable, proteínas de replicación (Reps), proteínas de 
conjugación y proteínas de mantenimiento plasmídico (partición activa y toxina-
antitoxina, TA). Además, fueron reconocidos otros elementos genéticos móviles (MGE, 
del inglés Mobile Genetic Elements) como transposasas y Secuencias de Inserción (IS); 
proteínas involucradas en resistencia a antimicrobianos, metales pesados; proteínas 
relacionadas al metabolismo general de bacterias y de proteínas hipotéticas. La 
distribución de estas funciones se muestra en la Figura VII.1. Posteriormente a la 
selección de los contigs, se analizaron los módulos de replicación, conjugación y 
mantenimiento del mismo modo utilizado para la colección plasmídica hospitalaria. 
 
 
VII. 3 Análisis de las proteínas de inicio de replicación (Reps) de la colección 
ambiental de plásmidos 
La búsqueda en base de datos de proteínas haciendo uso del algoritmo BlastP 
permitió reconocer 25 Reps en 25 contigs distintos. En su totalidad, las proteínas 
tuvieron sus homólogas en distintas especies del género Acinetobacter (Tabla VII.2). 
Nuevamente en este análisis, el dominio más representado en este conjunto de datos 
fue la Familia Rep_3 (PF0151), con 21 representantes guardando consistencia con lo 
hallado en el Capítulo V tanto en la colección hospitalaria como en la base de datos. De 
las proteínas restantes, tres de ellas mostraron poseer los dominios Replicase 
(PF09090) y PriC-T1 (PF08708) y sólo en una de ellas (Rep del contig C290), no fue 
posible detectar ningún dominio conservado funcional, debido al hecho de que se 
encontró truncada con respecto a su homólogo más cercano. 
 
Figura VII.1 Distribución de funciones en la colección ambiental de plásmidos de Acinetobacter 













Tabla VII.1 Proteínas de inicio de replicación de la colección ambiental de plásmidos de Acinetobacter spp. 








Proteína de inicio de replicación 
RepB  
Acinetobacter sp.  WP_067869884.1 PF01051 Rep_3 96 
C069 
Proteína de inicio de replicación 
RepB 
Acinetobacter sp.  WP_064095420.1 PF01051 Rep_3 95 
C072 




EKA68794.1 PF01051 Rep_3 100 













WP_057692638.1 PF01051 Rep_3 72 
C102 
Proteína de inicio de replicación 
RepB 
Acinetobacter spp. WP_004967300.1 PF01051 Rep_3 70 
C109 




WP_039624411.1 PF01051 Rep_3 91 
C122 
Proteína de inicio de replicación 
RepB 
Acinetobacter sp.  WP_064095420.1 PF01051 Rep_3 96 
C148 
Proteína de inicio de replicación 
RepB 
Acinetobacter sp.  WP_064095420.1 PF01051 Rep_3 93 
C158 
Proteína involucrada en iniciación 
de replicación plasmídica 
Acinetobacter 
kyonggiensis 
SDY87313.1 PF01051 Rep_3 99 
C171 




WP_004641847.1 PF01051 Rep_3 72 
C179 
Proteína de inicio de replicación 
RepB 
Acinetobacter parvus WP_004676211.1 PF01051 Rep_3 91 
C190 
Proteína de inicio de replicación 
RepB 
Acinetobacter sp.  WP_005166868.1 PF01051 Rep_3 83 
C211 
Proteína de inicio de replicación 
RepB 
Acinetobacter spp. WP_004734502.1 PF01051 Rep_3 97 
C230 
Proteína de inicio de replicación 
RepB 
Acinetobacter sp.  WP_005244554.1 PF01051 Rep_3 100 
C241 
Proteína de inicio de replicación 
RepB 
Acinetobacter sp.  WP_067724374.1 PF01051 Rep_3 100 







Proteína de inicio de replicación 
RepB 
Acinetobacter sp.  WP_035270863.1 PF01051 Rep_3 99 
C289 




WP_005022088.1 PF01051 Rep_3 98 
C290 
Proteína de inicio de replicación 
RepB* 
Acinetobacter spp. WP_004845629.1 - -  100 
C294 




WP_065996348.1 PF01051 Rep_3 100 









Proteína de inicio de replicación 
RepB 
Acinetobacter spp. WP_004845629.1 PF01051 Rep_3 76 
C426 




WP_005022088.1 PF01051 Rep_3 99 
C525 
Proteína de inicio de replicación 
RepB 





Para avanzar en la clasificación de las Reps más representadas en plásmidos de 
este género, todas las Rep_3 de la colección ambiental fueron utilizadas para 
determinar su relación filogenética con las correspondientes en la colección 
hospitalaria y base de datos. El análisis nuevamente implicó el alineamiento de todas 
las secuencias aminoacídicas y la construcción de un árbol filogenético del mismo 
modo que en el Capítulo V: elaboración del alineamiento múltiple (Muscle), 
determinación del mejor modelo de evolución LG+F (Prottest), construcción del árbol 
filogenético por Máxima Verosimilitud (PhyML). El árbol resultante, en general, 
mantuvo la topología original soportada con valores de bootstrap mayores al 60%, sin 
embargo, la presencia de nuevas secuencias generaron nuevos grupos (AR3G14 -16) 
como así también la inclusión en grupos de secuencias que originalmente no formaban 
parte de ninguno, como se detalla a continuación: 
 AR3G14: conformado por dos Reps encontradas en los plásmidos pA1-1 y pAB3 de 
base de datos, este grupo queda definido al bajar el valor de cut-off desde un valor 
del 70% en el análisis del Capítulo V, sección V.2.1, a un valor del 60%. Como 
puede verse en la Figura VII.2, este nuevo grupo queda muy bien soportado con 
un valor de 97% de bootstrap. 
 AR3G15: conformado por tres Reps obtenidas de la colección ambiental de este 
trabajo (C096, C289, C426) y una Rep perteneciente al plásmido pXBB1-9 de base 
de datos.  
 AR3G16: conformado por una Rep del contig C190 de la colección ambiental y la 
Rep del plásmido pAB1 de base de datos. 
 A diferencia del análisis anterior, en este nuevo árbol, debido a los nuevos valores 
obtenidos de bootstrap las Reps de los plásmidos pAV3(a) y pD36-4(b) que no se 
encontraban formando parte de ningún grupo, pudieron ser clasificadas dentro 
del grupo AR3G9. Del mismo modo, la Rep del plásmido de la colección 
hospitalaria pIH6, se encontró formando parte del grupo AR3G5. 
Sólo con la excepción de la Rep del contig C102, todas las Rep_3 de la colección 
ambiental pudieron ser incluidas en los grupos definidos en este análisis filogenético. 
Es importante destacar que todos los grupos definidos en este análisis contienen Reps 
de plásmidos tanto de origen ambiental como hospitalario. Este hecho refuerza la 
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hipótesis de que no existiría una barrera al intercambio de la información genética 
mediada por plásmidos entre bacterias que habitan distintos nichos debido a que las 
proteínas que soportan su replicación autónoma se encuentran estrechamente 
relacionadas filogenéticamente y son, en consecuencia, potencialmente funcionales en 




Figura VII.2 Árbol filogenético de Rep_3 de Acinetobacter spp. En la figura se muestran los grupos definidos en distintos 
colores. Con flechas se indica la posición de las Rep_3 de la colección ambiental de plásmidos de Acinetobacter spp. Las 
líneas más gruesas en los grupos AR3G5 y AR3G9 indican la incorporación de nuevos miembros. 
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VII.4 Análisis de las proteínas de movilización de la colección ambiental de 
plásmidos 
El análisis bioinformático realizado sobre los contigs plasmídicos de la colección 
ambiental permitió reconocer proteínas relacionadas a la movilización de material 
genético en 36 contigs distintos. En total, fueron reconocidos 76 ORFs con homología a 
proteínas involucradas en la mencionada función. La mayoría (87%) de los homólogos 
pertenecieron a especies del género Acinetobacter y en segundo lugar (9%) a especies 
del género estrechamente relacionado Moraxella.  
Las proteínas de movilización encontradas en los contigs plasmídicos incluyeron 
proteínas de conjugación y otros MGEs (Tabla VII.2). Estos últimos correspondieron a 
24 ORFs con homología a 24 transposasas, de las cuales, a 12 de ellas se las encontró 
formando parte (entera o parcialmente) de las ISs denominadas ISAba18, ISAba19, 
ISAba22, ISAba27, ISAba31, IS1006, ISAca1 e IS18 todas ellas encontradas en distintas 
especies del género Acinetobacter. Los 52 ORFs restantes, estuvieron distribuidos en 
25 contigs y fueron homólogos a proteínas de conjugación plasmídica, incluyendo 
proteínas pertenecientes tanto al Dtr como al Mpf. Dentro del conjunto de estas 
proteínas, se encontraron 14 ORFs con homología a relaxasas de Acinetobacter spp. 
contenidas en 13 contigs. Excluyendo a los dos ORFs correspondientes al contig C122 
por tratarse de proteínas truncadas, se utilizó, para todas las proteínas, la secuencia de 
los 300 aminoácidos del extremo N-ter para clasificar a los plásmidos como se realizó 
en el Capítulo V (sección V.4.2). 
El análisis filogenético permitió de esta forma clasificar a 10 de las relaxasas 
dentro de las tres grandes familias MOBF, MOBP y MOBQ. La relaxasa del contig C059 
formó parte de la familia MOBF, más específicamente a la subfamilia MOBF1 y se 
encontró estrechamente relacionada a las proteínas de la familia MOBF11, la cual fue 
previamente descripta cuando se analizó la relaxasa del plásmido pIH2 (Capítulo V, 
sección V.4.2). En la Figura VII.3 se muestra el árbol filogenético correspondiente a la 
familia MOBF y el alineamiento de la relaxasa C059 junto a las proteínas más 
relacionadas en donde se destacan las similitudes y diferencias entre dicha proteína y 




Tabla VII.2 Proteínas de conjugación y MGEs asociados a la colección ambiental de plásmidos de Acinetobacter spp. 






Transposasa  Acinetobacter sp.  WP_034435913.1  DDE_Tnp_4 PF13359 100 ISAba27 
Transposasa  Acinetobacter WP_004279038.1  HTH_Tnp_4 PF13613 100 ISAba27 
C006 
Transposasa  Acinetobacter WP_001003818.1 DDE_3 PF13358 98   
Transposasa  Acinetobacter WP_000122230.1 HTH_Tnp_IS630 PF01710 100   











WP_025470125.1  HTH_28 PF13518 83   
C070 Transposasa familia IS6 * 
Acinetobacter 
baumannii 
WP_060492357.1  DDE_Tnp_IS240 PF13610 93 IS1006* 
C072 
Transposasa  Acinetobacter WP_004914889.1  HTH_Tnp_1 PF01527 99   
Transposasa  Acinetobacter junii APU50003.1  





C095 Transposasa  
Gammaproteobacteri
a 
WP_000037487.1 HTH_Tnp_1  PF01527 100 ISAba22  
















PF00872  94 
 





ELW78007.1  ransposase_mut PF00872  91 
 
Transposasa familia IS66  Acinetobacter sp.  EXD31890.1  DDE_Tnp_IS240 PF13610  84 IS1006* 
Transposasa familia IS6 * Acinetobacter sp.  WP_032032335.1  DDE_Tnp_IS240 PF13610  96 
 
C135 Transposasa familia IS30  Acinetobacter lwoffii WP_005095842.1  






Transposasa* Acinetobacter sp. EXB05422.1 DDE_Tnp_IS66_C PF13817 84 
 
Transposasa con dominio 
DDE * 
Acinetobacter sp.  EXC21112.1 DDE_Tnp_1_5 PF13737 90 
 
C226 
Transposasa con dominio 
DDE 





WP_004832805.1  HTH_Tnp_1 PF01527  94  ISAba18* 
Transposasa* Acinetobacter sp.  WP_032064430.1  






Transposasa* Erwinia tracheiphila  EOS96326.1 - - 98 
 
Transposasa familia IS6  Acinetobacter sp. 1 WP_032032301.1 









Las relaxasas de los contigs C050, C066 y C214 formaron parte de la familia 
MOBP, la más grande en la clasificación propuesta por Garcillan-Barcia et al., 2009. En 
particular, las relaxasas pertenecientes a esta colección formaron parte de los 
subgrupos MOBP4 (C050 y C066) y MOBP5 (C214) (Figura VII.4). El clado MOBP4 incluye 
una gran variedad de plásmidos con características variables y orígenes distintos. Entre 
ellos, podemos encontrar plásmidos de amplio rango de huésped pertenecientes al 
grupo de incompatibilidad IncU, los cuales han sido asociados a especies de 
Aeromonas y han cobrado importancia por ser vectores de dispersión de genes de 
resistencia a quinolonas (Picão et al., 2008, Dobiasova et al., 2014, Dobiasova et al., 
2016). El clado MOBP5, incluye a la subfamilia MOBHEN, con la característica distintiva 
de los aminoácidos invariables HEN en el Motivo III. Sin embargo, son miembros de 
este grupo también los plásmidos pAsa1, pAsa3, pAsal1, pAsal2, pNAP08 y la relaxasa 
del contig C214 de esta colección ambiental. Estas últimas, sin bien son consideradas 
miembros del grupo MOBP5, no tienen conservados los aminoácidos HEN en el Motivo 
III, sino el típico 3H descripto en el Capítulo V (sección V.4.2). 
 Dentro de la gran familia MOBQ, pudieron ser clasificadas las relaxasas 
correspondientes a los contigs C127, C159, C161, C188, C230 y C303. (Figura VII.5). En 
particular, las relaxasas C127 y C230 fueron incluidas en la subfamilia MOBQ1 
estrechamente vinculadas con la relaxasa del plásmido pIH8 de la colección 
hospitalaria y las correspondientes a los plásmidos de A. baumannii pAV2 y pMAC. Las 
relaxasas de los contigs C159, C161, C188 aparecieron formando parte del nuevo 
subclado propuesto en este trabajo, MOBQ4. El análisis de los alineamientos demostró 
que los aminoácidos invariantes propuestos en el Capítulo V para describir a miembros 
de este grupo se hallan conservados en el segmento N-ter de todas las relaxasas, como 
se muestra en la Figura VII.5. Este hallazgo refuerza la propuesta para la clasificación 
de las relaxasas en un nuevo subgrupo con características únicas dentro de la familia 
MOBQ. En el alineamiento de la relaxasa correspondiente al contig C303 con las 
correspondientes a todos los subgrupos MOBQ, demostró que a pesar de estar 







Figura VII.3 Árbol filogenético de relaxasas MOBF. A) La figura muestra la disposición de los plásmidos de la 
familia MOBF. Los distintos subgrupos se muestran en colores. Los contigs de la colección ambiental se hallan 
resaltados en negrita. Las líneas gruesas corresponden a la subfamilia MOBF1. La flecha negra indica la 
posición de la relaxasa del contig C059. B) Alineamiento de la relaxasa del contig C059 con relaxasas de la 
familia MOBF11. Los aminoácidos invariantes se en encuentran en rojo sobre amarillo. En verde se muestran los 
residuos de C059 que no respetan los motivos característicos del grupo. 
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Por último, las relaxasas correspondientes a los contigs C038 y C135 no 
pudieron ser clasificadas utilizando este método, debido a que no mostraron una 
relación filogenética soportada por valores de bootstrap con ninguna de las relaxasas 
de los grupos descriptos por (Garcillan-Barcia et al., 2009). 
 
 
Figura VII.4 Árbol filogenético de relaxasas MOBP. La figura muestra la disposición de los plásmidos de la 
superfamilia  MOBP. Los distintos subgrupos se muestran en colores. Los contigs de la colección ambiental se hallan 







Figura VII.5 Árbol filogenético de relaxasas MOBQ. A) La figura muestra la disposición de los plásmidos 
de la familia MOBQ. Los distintos subgrupos se muestran en colores. Los contigs de la colección ambiental 
se hallan resaltados en negrita. Las flechas negras indican la posición de las relaxasas de los contigs 
C127, C159, C161, C188, C230 y C303. B) Alineamientos de las relaxasas MOBQ1 (arriba) y MOBQ4 
(abajo). Los aminoácidos invariantes se encuentran en rojo sobre amarillo. En verde se muestran los 
residuos de la relaxasa C303 que no respetan los motivos característicos del grupo MOBQ4. 
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VII.5 Descripción de las proteínas de mantenimiento plasmídico de la 
colección ambiental de plásmidos de Acinetobacter spp. 
La búsqueda en base de datos haciendo uso del algoritmo BlastP, permitió 
identificar a 70 ORFs con homología a proteínas de mantenimiento plasmídico en 43 
contigs, los cuales, casi en su totalidad, pertenecieron a distintas especies del género 
Acinetobacter (Tabla VII.3). Del total de las proteínas identificadas, 22 correspondieron 
a sistemas de partición activa, en donde pudieron encontrarse las proteínas motoras 
(ParA-like) y de unión a ADN centromérico (ParB-like) conformando potencialmente el 
operón completo parAB en los contigs C002, C050, C066 y C272. En el resto de los 
contigs, en todos los casos, pudieron encontrarse sólo proteínas motoras del tipo ParA. 
Los 48 ORFs restantes, correspondieron a proteínas de sistemas de muerte post-
segregacional o TA, y fueron encontrados en 27 contigs. Las proteínas encontradas 
pertenecieron en su totalidad a los sistemas del tipo II, en donde ambos componentes 
(la toxina y la antitoxina) tienen naturaleza proteica, aunque no siempre comparten su 
mecanismo de acción. Teniendo en cuenta la similitud secuencial con proteínas 
homólogas en base de datos y la presencia de dominios conservados, fue posible 
reconocer a componentes de los sistemas RelE/B, VapB/C, HicA/B, Yoeb/YefM, MazF/E 
entre otros. (Tabla VII.3) 
VII.6 Descripción de módulos plasmídicos accesorios de la colección ambiental 
de Acinetobacter spp. 
Como se ha mencionado anteriormente, además de codificar genes de 
proteínas exclusivamente plasmídicas que permiten la autonomía replicativa y 
asegurar la dispersión y herencia estable dentro de una comunidad microbiana, los 
plásmidos pueden contener genes denominados “accesorios” que codifican para 
proteínas con funciones secundarias que muchas veces le dan al microorganismo 
portador una ventaja adaptativa frente a las condiciones medioambientales. 
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Tabla VII.3 Proteínas de mantenimiento plasmídico de la colección ambiental de Acinetobacter spp. 






Proteína de partición  Acinetobacter sp. WP_067869890.1 ParBc PF02195 97 














OIG81307.1 HTH_3 PF01381 99 
Módulo de adicción, toxina Acinetobacter pittii KQD29442.1 ---- ---- 96 
C033 Proteína de partición ParA 
Acinetobacter 
baumannii 
AOB42321.1  CbiA PF01656 99 
C034 Proteína de partición ParB * Acinetobacter lwoffii WP_004282012.1 --- ---- 98 
C039 
Toxina YoeB  Acinetobacter parvus WP_004683136.1 YoeB_toxin PF06769 91 
Antitoxina  Acinetobacter sp.  WP_010111585.1 PhdYeFM_antitox PF02604 90 
C050 
Proteína de partición  
Acinetobacter 
baumannii 
 WP_071212513.1 CbiA PF01656 96 
Proteína de partición ParB  Acinetobacter pittii WP_068550223.1  KorB- ParBc 
PF08535  
PF02195 
84 - 83 
C052 
Módulo de adicción, 
antitoxina 
Acinetobacter spp. WP_005021147.1 ParE_toxin  PF05016 95 
Proteína de estabilización de 
plásmidos  
Acinetobacter sp.  WP_053578851.1  PhdYeFM_antitox  PF02604 96 
C058 Proteína de partición  
Acinetobacter 
baumannii 






CbiA                         
MipZ 
PF01656   
PF09140 
45 
Toxina YoeB  
Acinetobacter 
bohemicus 
SFT25128.1  YoeB_toxin PF06769 97 
YefM (antitoxina de YoeB)  
Acinetobacter 
guillouiae  
EPH32698.1  PhdYeFM_antitox PF02604 92 
C066 
Proteína de partición ParB  Acinetobacter pittii  WP_068550223.1  
KorB_C                 
ParBc 
PF06613   
PF02195 
97  




CbiA                          
MipZ 
PF01656   
PF09140 
98 
C069 Proteína de partición ParA  Acinetobacter spp. WP_008306811.1 
CbiA                          
MipZ 




YefM (antitoxina de YoeB)  
Acinetobacter 
guillouiae  
EPH32698.1  PhdYeFM_antitox PF02604 91 
Toxina  Txe/YoeB Acinetobacter sp. WP_005264103.1 YoeB_toxin PF06769 89 
C072 ParA Acinetobacter junii   EEY91718.1 
CbiA                          
MipZ 




Proteína con dominio PIN  
Acinetobacter 
radioresistens  
EET81748.1 PIN PF01850 97 
Proteina asociada a 
virulencia B  
Acinetobacter sp.   WP_034700678.1 MazE_antitoxin PF04014 96 
C096 Proteína de partición ParA  
Acinetobacter 
baumannii 
KRJ26257.1 --- ---- 98 
C097 
HicA  Acinetobacter sp.  EZQ01110.1 HicA_toxin  PF07927 99 
Antitoxina HicB  Acinetobacter sp.  WP_010117354.1  HicB  PF05534 97 
C099 
Módulo de adicción, toxina 
Acinetobacter sp.  
 
 WP_044109848.1 --- ---- 100 








(Continuación Tabla VII.3) 










EFF84300.1 HTH_3 PF01381 100 
C101 
Toxina RelE  
Acinetobacter 
radioresistens  
EEY85385.1 ParE_toxin PF05016 100 










EIG27648.1 HigB-like_toxin PF05015 68 
Módulo de adicción, 
antitoxina familia HigA  
Acinetobacter sp.  WP_067724800.1  HTH_3  PF01381 93 
C122 
Proteína de partición ParA  Acinetobacter spp. WP_008306811.1 CbiA - MipZ 
 PF01656   
PF09140 
99 
Módulo de adicción, 
antitoxina RelB  
Acinetobacter pittii  ODI90385.1 --- ---- 94 
Módulo de adicción, 
antitoxina 
Acinetobacter sp.  WP_068912099.1 HTH_3 PF01381 98 




CbiA                          
MipZ 
PF01656   
PF09140 
47 
C136 Antitoxina  Acinetobacter sp.  WP_067731965.1 --- ---- 71 
C148 
ParA  Acinetobacter sp. HA  EIM38468.1 
CbiA                          
MipZ 
PF01656   
PF09140 
98 
VapB Acinetobacter sp.  YP_009070348.1 MazE_antitoxin  PF04014 99 
VapC  Acinetobacter spp. WP_012268403.1  PIN  PF01850 95 
C159 









Regulador transcripciponal  
Acinetobacter 
baumannii 
 KHW80295.1 --- ---- 97 
C178 
Toxina YafQ  Acinetobacter gerneri  EPR82854.1 YafQ_toxin PF15738 97 
Antitoxina RelB/DinJ  Acinetobacter spp. WP_005254175.1 RelB PF04221 100 
C180 Toxina RelE  
Acinetobacter 
radioresistens  
EEY85385.1 ParE_toxin PF05016 100 
C212 
Represor transcripcional RelB  
Acinetobacter 
bohemicus 
WP_074947748.1 RelB PF04221 99 




WP_074947749.1  ParE_toxin  PF05016   
C214 
Proteína hipotética  Acinetobacter towneri 
WP_004977497.1 RelE PF06296 100 
Regulador transcripcional  Acinetobacter spp. WP_000369782.1  HTH_3 PF01381 100 
Proteína de partición ParA  Acinetobacter gerneri EPR85282.1 
CbiA                          
MipZ 




HicA  Acinetobacter gerneri  EPR85295.1  HicA_toxin  PF07927 100 
Antitoxina HicB  Acinetobacter spp. WP_004812232.1 HicB PF05534 100 




CbiA                          
MipZ 







Dentro de este gran grupo de genes, podemos encontrar aquellos relacionados 
al metabolismo secundario microbiano; a proteínas de unión y modificación de ADN, 
dentro de las cuales encontramos factores de transcripción, proteínas de restricción, 
metilación, y recombinación entre otras; y factores de resistencia a estrés ambiental 
como radiación, antimicrobianos, desinfectantes y metales pesados, sólo por nombrar 
algunos. Thomas (2000), propuso que los plásmidos pueden ser considerados como la 
unión de los distintos módulos de replicación, movilización, y mantenimiento 
conformando un esqueleto común capaz de sostener su propia existencia y 
(Continuación Tabla VII.3) 






Proteína con dominio PIN  
Acinetobacter 
haemolyticus  
EFF84337.1 PIN PF01850 99 
Proteína asociada a 
virulencia B  
Acinetobacter sp.  WP_046737959.1 MazE_antitoxin  PF04014 99 
C272 
Proteína de partición  Acinetobacter sp. WP_035270317.1 ParBc  PF02195 98 
Proteína de partición  Acinetobacter sp WP_035270320.1 
CbiA                          
MipZ 




Módulo de adicción, 
antitoxina 
Acinetobacter sp.  WP_068912099.1 HTH_3 PF01381 99 





WP_012268402.1 MazE_antitoxin  PF04014 91 
VapC toxina. ribonucleasa 
con dominio PIN 
Acinetobacter sp.  OJU89597.1 PIN  PF01850 93 
C303 
Antitoxina. Proteína con 
dominio ribbon-helix-helix  
Acinetobacter sp.   ELW84420.1 --- ---- 72 
C304 Antitoxina AbrB  
Acinetobacter 
haemolyticus  
EFF84336.1 MazE_antitoxin  PF04014 91 
C309 
YefM (antitoxina de YoeB)  
Acinetobacter 
guillouiae  
EPH32698.1  PhdYeFM_antitox PF02604 94 
Toxina Txe/YoeB  Acinetobacter sp. WP_005264103.1 YoeB_toxin PF06769 90 
C338 Proteína de partición  Acinetobacter sp.  WP_067724373.1 
CbiA                          
MipZ 
PF01656   
PF09140 
98 
C465 Proteína de partición ParA 
Acinetobacter 
baumannii 
AOB42321.1 CbiA  PF01656 99 
C681 








permanencia. La incorporación de la información accesoria a este esqueleto se puede 
considerar como un módulo adaptativo que se encuentra sujeto a cambios continuos 
determinados exclusivamente por la comunidad microbiana y los factores ambientales. 
El análisis bioinformático realizado sobre los contigs plasmídicos, permitió 
asignar funciones accesorias por homología a 132 ORFs, las cuales incluyeron 28 
proteínas de Modificación, Unión, Restricción y Recombinación de ADN (MURR), 19 de 
Resistencia (R), y otras relacionadas al metabolismo secundario que incluyeron, entre 
otras, enzimas pertenecientes a la vía degradativa de compuestos xenobióticos. 
Las proteínas del grupo MURR consistieron, mayoritariamente, en enzimas de 
recombinación de ADN (Ser-recombinasas), seguidas por factores de transcripción, y 
proteínas de metilación/ restricción del ADN, entre otras (Tabla A.4, ANEXO). Con 
respecto a las proteínas relacionadas a resistencia, fueron reconocidos componentes 
del sistema de reparación del ADN por daño inducido por UV, componentes de 
bombas de eflujo para cationes de metales pesados y otros compuestos (bombas 
multidroga), un gen de resistencia al aminoglicósido estreptomicina, y proteínas 




En este capítulo se abordó el análisis bioinformático de la información asociada 
a la colección ambiental de plásmidos de aislamientos del género Acinetobacter. La 
presencia de módulos plasmídicos de replicación, movilización y mantenimiento 
permitió identificar contigs exclusivamente plasmídicos a pesar de no haber 
completado in silico la estructura cerrada de ningún replicón. 
Se llevó a cabo el análisis de los módulos de replicación, conjugación y 
mantenimiento del mismo modo al utilizado para los plásmidos de la colección 
hospitalaria. El análisis sobre las proteínas de inicio de replicación indicó una vez más 
la contundente presencia de la familia Rep_3 en replicones de Acinetobacter spp. El 
análisis filogenético realizado sobre las proteínas de esta familia permitió identificar a 
nuevos grupos y clasificar a casi la totalidad de las Rep_3 conocidas al momento. 
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El estudio filogenético realizado sobre las relaxasas reconocidas en las 
secuencias de la colección permitió no solo clasificar potencialmente a sus plásmidos 
portadores en los grupos definidos por Garcillan-Barcia et al., 2009, sino también que 
reforzó la propuesta de la existencia del nuevo subgrupo MOBQ4 aportando secuencias 
nuevas con las características distintivas descriptas en el Capítulo V. 
Con respecto a los módulos de mantenimiento, se reconocieron proteínas de 
sistemas de partición activa y muerte post-segregacional en múltiples contigs. 
En general, todas las proteínas de funciones exclusivamente plasmídicas 
halladas en los contigs fueron homólogas a proteínas de bacterias del género 
Acinetobacter, tanto de origen clínico como ambiental. Las relaciones filogenéticas 
encontradas entre los módulos de replicación y movilización de este conjunto de datos 
con los depositados en base de datos demuestran también la estrecha relación 
existente entre estos módulos plasmídicos indistintamente su origen sea hospitalario o 
ambiental, reforzando la hipótesis de que existe un intercambio genético entre 

















En el presente trabajo de Tesis doctoral se abordó el estudio bioinformático, 
comparativo y funcional de secuencias plasmídicas asociadas al género Acinetobacter. 
Estos microorganismos ubicuos presentan una extraordinaria cantidad de recursos 
genéticos que le confieren la capacidad de sobrevivir en condiciones ambientales muy 
variables (Campos-Guillén et al., 2014, Chang et al., 2015, Zhang et al., 2015, 
Radolfova-Krizova et al., 2016), muchas veces bajo una intensa presión de selección 
(Bergogne-Berezin & Towner, 1996). Las bacterias pertenecientes a este género han 
sido blanco de estudio en las últimas décadas debido a la creciente aparición de 
infecciones nosocomiales asociadas a la presencia de cepas multi/pan resistentes. Por 
este motivo, gran parte de los estudios realizados sobre estos microorganismos se ven 
enfocados en la genómica comparativa de cepas clonales, en nuevas variantes de 
genes de resistencia a antimicrobianos y en la epidemiología de microorganismos 
asociados a brotes intrahospitalarios (Gan et al., 2012, Hamidian et al., 2012, Lopes & 
Amyes, 2012, Hamidian & Hall, 2014, Hamidian et al., 2014, Hamidian et al., 2014, 
Nigro & Hall, 2014, Hamidian et al., 2015, Li et al., 2015, Liu et al., 2015, Nigro & Hall, 
2015, Nigro et al., 2015, Ou et al., 2015, Yoon et al., 2015, Da Silva & Domingues, 2016, 
Nigro & Hall, 2016, Rao et al., 2016, Wang et al., 2016, Wang et al., 2016). 
Los miembros de esta especie se caracterizan por tener un pequeño genoma 
core y un gran genoma accesorio que contiene, entre otras funciones, los genes 
responsables de la resistencia a diferentes antimicrobianos (Vallenet et al., 2008, 
Imperi et al., 2011). Este genoma accesorio se encuentra en dinámica constante y 
consiste, además de genes localizados en el cromosoma, en información asociada a 
distintos elementos genéticos móviles, como plásmidos. Las bacterias de este género 
suelen contener uno o más plásmidos (Murray et al., 1984) tanto de bajo como de alto 
peso molecular, que pudieron haber sido adquiridos por mecanismos de transferencia 
horizontal de genes (HGT). El hecho de que estas bacterias contengan una gran 
cantidad de plásmidos y un pangenoma (Fondi et al., 2010, Imperi et al., 2011) extenso 
sugiere fuertemente que la información accesoria adquirida y la evolución hacia la 
multi/pan resistencia ha sido producto de la HGT, en la que los plásmidos han sido 
elementos sumamente importantes y responsables de transportar la información. 
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Los estudios publicados que involucran a plásmidos de Acinetobacter spp. 
tienen, en general, un interés clínico, donde el enfoque está establecido en los genes 
de resistencia que portan y en las variantes del esqueleto plasmídico asociado a estas 
últimas (Zarrilli et al., 2008, Hamidian et al., 2012, Gifford et al., 2014, Hamidian & Hall, 
2014, Hamidian et al., 2014, Hamidian et al., 2014, Nigro & Hall, 2014, Huang et al., 
2015, Liu et al., 2015, Nigro et al., 2015, Nigro & Hall, 2016, Rao et al., 2016). Por otra 
parte, estudios comparativos detallados de los plásmidos de Acinetobacter spp. 
completamente secuenciados y disponibles en bases de datos públicas como el 
realizado por Fondi et al., 2010, se enfocan en la dinámica y “conversación” evolutiva 
entre ellos y los cromosomas de las cepas de Acinetobacter spp., sin avanzar en la 
caracterización de la biología de los plásmidos en general. En este trabajo, por el 
contrario, se pretendió realizar un estudio integral de genomas de plásmidos enfocado 
casi exclusivamente en la biología de los módulos meramente plasmídicos. El objetivo 
de este estudio se basó en la búsqueda, descripción, caracterización y evaluación de 
estos vectores como vehículos de la información; bajo la hipótesis de que son los 
responsables de la gran variabilidad genética de estos microorganismos y que 
funcionan como “transportadores especializados de genes” desde reservorios 
determinados, gracias a la dinámica de los ecosistemas y a la actividad humana. 
Para el desarrollo de este estudio, en primera instancia se evaluó en dos 
colecciones de aislamientos, una de origen hospitalario y otra ambiental, si los mismos 
eran portadores de plásmidos. Los resultados obtenidos demostraron que la mayoría 
de los aislamientos de ambas colecciones fueron portadores de plásmidos, tanto de 
alto como bajo peso molecular, no pudiendo inferir si existe o no una predominancia 
entre el tamaño de plásmidos y el nicho que ocupa la bacteria. 
La caracterización sirvió como punto de partida para abordar el estudio 
genómico a partir de la purificación y posterior secuenciación de las colecciones 
plasmídicas. Los resultados de la secuenciación de la colección hospitalaria de 
plásmidos mostraron escasa contaminación cromosomal que pudo ser eliminada in 
silico utilizando genomas de A. baumannii como referencia; los scaffolds plasmídicos 
restantes pudieron ser completados in silico haciendo uso de herramientas 
informáticas. Esto se vio facilitado debido al pequeño tamaño de los plásmidos 
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secuenciados y una baja cantidad de secuencias repetitivas y secuencias de inserción 
presentes en la muestra. También, la eliminación de la información cromosomal 
haciendo uso de genomas de referencia fue posible debido a la relativa homogeneidad 
de la muestra, que consistió en su mayoría, en aislamientos de la especie A. 
baumannii. La secuenciación de los plásmidos de la colección ambiental permitió 
obtener mayor longitud y cantidad de secuencias. Los tamaños promedio de los 
contigs superaron ampliamente a los hospitalarios, indicando en primera instancia que 
se obtuvieron plásmidos de mayor peso molecular. La filtración de la información 
cromosomal in silico haciendo uso de genomas de referencia no dio un resultado, 
totalmente satisfactorio. Esto se debió a la heterogeneidad de la muestra, compuesta 
por varias especies del género Acinetobacter y al hecho de que no se encuentran 
disponibles en base de datos suficientes genomas de especies distintas a A. baumannii. 
Debido a esto, la elección de los contigs plasmídicos debió llevarse a cabo 
manualmente haciendo uso de una búsqueda por similitud de secuencia a genes 
exclusivamente plasmídicos. Si bien, esta estrategia permitió recuperar una cantidad 
aceptable de contigs plasmídicos, es posible haber descartado información plasmídica. 
El hecho de haber obtenido plásmidos de bajo peso molecular en la colección 
hospitalaria y de no haber podido cerrar ningún replicón in silico de la colección 
ambiental, no es indicativo de que exista una tendencia acerca del tamaño de los 
replicones con el origen de la muestra, sino que podría deberse exclusivamente al 
método de extracción y purificación utilizado en las muestras. 
Existe una relación lógica y proporcional respecto al tamaño de los replicones y 
la cantidad de genes y módulos que pueden encontrarse codificados. Los plásmidos 
más pequeños pueden presentar sólo un gen de proteína de inicio de replicación, y 
pueden aumentar su tamaño conforme vayan adquiriendo en su estructura más ORFs 
que pueden o no codificar para proteínas de funciones reconocidas (Thomas, 2000). La 
presencia de plásmidos crípticos pequeños no parecería tener una función específica y 
beneficiosa para la bacteria portadora, por el contrario cabría esperar que le impriman 
al huésped de una carga energética extra para su mantenimiento. ¿Por qué entonces 
encontramos estas estructuras en las bacterias, incluso cuando éstas se encuentran 
bajo intensa presión de selección y precisan optimizar sus recursos energéticos para 
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prevalecer sobre otras? Una explicación a esta incógnita fue sugerida por San Millan et 
al., 2014 quienes afirman ciertos plásmidos son capaces de imprimir un “costo cero” 
dentro del huésped celular, permitiéndole permanecer y transitar de forma 
inadvertida. Pero aún así, ¿cuál es el sentido biológico de estos elementos? Para 
entender la existencia de estos plásmidos crípticos, hay que pensar a estas estructuras 
como lo que en verdad son: potenciales transportadores de información a la espera de 
ser “cargados” para luego poder moverse entre microorganismos, pudiendo o no 
“descargar” su contenido dentro de un nuevo huésped celular. Encontrar plásmidos de 
variado tamaño con diferente cantidad de ORFs podría significar diferentes “estadios 
evolutivos” que fueron adquiriendo o liberando información desde su esqueleto 
molecular. En este camino parecería, además, que existe una “especialización” 
posiblemente hacia la estructura más eficiente y estable (Khan, 1997). Por ejemplo, los 
plásmidos crípticos de bajo peso molecular descriptos contienen todos Reps que 
permiten la replicación mediante el mecanismo de círculo rodante. Conforme el 
plásmido va aumentado su tamaño, esta Rep parecería no poder “sostener” la 
replicación y debe, entonces, adquirir otro sistema replicativo. La adquisición de 
nuevos ORFs y nuevas funciones van acompañadas de un aumento en el tamaño y en 
el costo energético que el plásmido le imprime al huésped celular. El costo energético 
puede controlarse por la propia proteína de inicio de replicación (disminuyendo su 
número de copias), pero conforme el tamaño del plásmido aumente por adquisición 
de nuevos genes, parecería necesitar de otros mecanismos que le permita permanecer 
y heredarse teniendo en cuenta el costo energético que le significa al microorganismo 
huésped. La estrategia de lo plásmidos consiste entonces en adquirir sistemas del tipo 
TA, partición activa y resolución de multímeros, pudiéndose a encontrar a varios 
sistemas en un mismo replicón (Jurėnaitė et al., 2013, Fernández-García et al., 2016). 
El análisis realizado en el Capítulo IV evidenció la presencia de los plásmidos 
crípticos pIH17 y pIH19 que presentaron una Rep involucrada en la replicación por 
círculo rodante y pequeñas proteínas hipotéticas sin ninguna función asignada. Es 
interesante destacar que el pIH14 presentó una proteína Rep relacionada a la de los 
mencionados plásmidos, pero además, tiene sobre su esqueleto parte de un fago que 
se encuentra integrado en el cromosoma de la cepa de A. baumannii AB0057. Más 
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aún, se pudo determinar que pIH14 está relacionado al pequeño plásmido críptico 
pM131-10 de Acinetobacter sp. M13. Estas observaciones ilustran perfectamente la 
hipótesis de la evolución estructural de los plásmidos, sosteniendo que el pIH14, 
originalmente un plásmido críptico, pudo haber adquirido recientemente la 
información fágica sobre su estructura molecular. 
Conforme los plásmidos de la colección van aumentando su tamaño, 
encontramos también genes de proteínas relacionadas al mantenimiento. Esto se 
puede observar en los plásmidos más grandes de la colección hospitalaria (pIH1 y 
pIH2), como así también en los contigs de la colección ambiental. En este camino 
evolutivo de la estructura molecular se pueden encontrar arquitecturas modulares 
eficientes muy conservadas que refuerzan lo mencionado anteriormente. En este 
trabajo existen dos claros ejemplos de que ciertas estructuras plasmídicas parecerían 
ser exitosas en su función como transportadores de información y por ello se 
encuentran fuertemente conservadas. En el Capítulo IV se mostró cómo el plámido 
pIH2 conserva una estructura modular típica de plásmidos IncN, pero no así de la 
información accesoria. Los plásmidos IncN tienen, frecuentemente, además de los 
módulos conservados de movilización y mantenimiento, genes de resistencia a muchas 
clases de antimicrobianos. La conservación de la estructura modular de las proteínas 
de movilización y mantenimiento hicieron de estos vectores vehículos de preferencia 
para la transmisión de genes de resistencia en enterobacterias (Carattoli, 2009, Poirel 
et al., 2011, Wai-U Lo, 2012). La sola incorporación de distintas proteínas de 
replicación dentro del esqueleto conservado le da al vector la oportunidad de 
modificar y, muchas veces, ampliar el rango de huésped y transmitir horizontalmente 
la información accesoria que adquirió. Otro ejemplo claro de la conservación de la 
estructura genómica lo constituyen los plásmidos de la familia pRAY (Segal & Elisha, 
1999, Hamidian et al., 2012). El plásmido pIH13 fue aislado de bacterias clínicas de la 
ciudad de Buenos Aires en el año 2006 y resultó ser muy similar a los encontrados en 
aislamientos de Acinetobacter de permafrost ártico (Kurakov et al., 2016). Este 
hallazgo constituye una evidencia muy fuerte de que la estructura de estos plásmidos 
pRAY es lo suficientemente estable y eficiente para la vehiculización de genes de 
resistencia a aminoglicósidos, fundada en el hecho de que plásmidos sumamente 
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similares secuencial y estructuralmente fueron hallados en bacterias distantes física y 
temporalmente. 
Los plásmidos pueden ir entonces adquiriendo información y especializarse no 
sólo en la función que cumplen, sino también en dónde la van a cumplir. Los plásmidos 
pueden alcanzar potencialmente a cualquier microorganismo mediante transferencia 
horizontal, pero para permanecer dentro de un nuevo huésped celular, debe 
asegurarse, en principio, su propia replicación. Para que esto ocurra, la maquinaria de 
replicación del plásmido debe ser compatible con las correspondientes encontradas en 
los replicones del nuevo huésped (cromosomales y plasmídicos). Además, un plásmido 
podrá mantenerse en un determinado microorganismo si su propia maquinaria 
replicativa es funcional en el nuevo entorno. De este modo, una Rep que es funcional 
en una amplia variedad de microorganismos, le conferirá al plásmido portador un 
amplio rango de potenciales de huéspedes. Del mismo modo, un plásmido aumentará 
sus probabilidades de poder permanecer en distintos microorganismos, si adquiere 
múltiples y distintas Rep. En el estudio de genómica comparativa de los plásmidos 
hospitalarios del Capítulo IV, se hallaron distintas estructuras genómicas nuevas, en su 
mayoría asociadas a Rep_3. La búsqueda y asociación de funciones realizada sobre los 
contigs plasmídicos en el Capítulo VII y en plásmidos de bases de datos, demostró 
también la presencia mayoritaria de Rep_3 en plásmidos de Acinetobacter spp. 
Proteínas homólogas a éstas se han encontrado en plásmidos aislados de otros 
géneros y especies distantes indicando que estas Reps le proporcionarían a los 
vectores que las transportan un amplio rango de huésped. El hecho de que la mayoría 
de los plásmidos de Acinetobacter tengan Rep_3, indica que han podido ser adquiridos 
desde bacterias muy distantes, trayendo consigo información variable, aportando y 
siendo responsables del gran pangenoma característico de este género.  
La presencia de Reps pertenecientes a otras familias (pIH1) y la ausencia de una 
Rep en algunos plásmidos (pIH12, pIH13, pIH15; indicando la existencia de otro 
mecanismo de replicación no asociado a proteínas de inicio plasmídica conocidas), son 
indicativos de que Acinetobacter spp. puede soportar la replicación de otras familias 




Debido al papel que juegan los plásmidos en la evolución de estas bacterias, el 
estudio de las proteínas responsables de la replicación plasmídica es de considerable 
importancia, no sólo para entender cómo las bacterias han adquirido información, sino 
también para establecer potencialmente el alcance que estos vectores pueden tener 
cuando se transfieren desde Acinetobacter spp. a otros microorganismos. Teniendo en 
cuenta que especies hospitalarias de Acinetobacter spp. han evolucionado hacia la pan 
resistencia, es esperable que los plásmidos de estas bacterias puedan incorporar, por 
ejemplo, genes de resistencia a antimicrobianos y diseminar esta información hacia 
otros microorganismos no relacionados. Desde este punto de vista, Acinetobacter 
puede considerarse como un reservorio importante de recursos genéticos. Esto lleva a 
la necesidad de crear un sistema de clasificación de familia de plásmidos para poder 
rastrear su origen y estudiar la epidemiología de los vectores como entes 
propagadores de resistencia. Bertini et al. 2010, tomaron un conjunto de plásmidos de 
origen clínico, muchos de ellos de Acinetobacter spp., y crearon un sistema de 
clasificación basado en la identidad de secuencia de nucleótidos y aminoácidos de las 
proteínas de inicio de replicación. Dicho sistema, es actualmente aceptado en la 
comunidad científica; sin embargo, carece de sustento evolutivo. Debido a esto, en 
este trabajo de Tesis, se profundizó el análisis de las proteínas Rep_3 exclusivas de 
Acinetobacter spp. y se logró clasificar a casi la totalidad de las Rep_3 de plásmidos de 
Acinetobacter spp, dentro de un árbol filogenético, teniendo en cuenta el mejor 
modelo evolutivo que se adaptó a las secuencias proteicas. El árbol filogenético 
obtenido fue sustentado por valores altos de bootstrap y, si bien fueron identificados 
16 grupos distintos de proteínas, no existió una tendencia poblacional de acuerdo al 
origen de las bacterias portadoras. Este resultado refuerza la hipótesis de que no 
existiría una “separación espacial” entre los plásmidos de distinto origen del género 
Acinetobacter, sino que existe un intercambio genético mediado por plásmidos entre 
bacterias de este género que se encuentran habitando nichos diferentes. 
Cuando se desea estudiar y determinar el rango de huésped de un plásmido, 
también es importante tener en cuenta la presencia de módulos de mantenimiento. 
Como se mencionó anteriormente, si bien un plásmido puede ser replicativo en un 
determinado entorno, este elemento extracromosomal constituye un nuevo gasto 
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energético para la bacteria que lo hospeda y, este gasto, aumenta proporcionalmente 
con el tamaño del plásmido. Por este motivo, es frecuente encontrar distintos sistemas 
que aseguren su permanencia y correcta herencia. En este trabajo, se pudieron 
identificar proteínas asociadas a mantenimiento en los plásmidos más grandes de la 
colección hospitalaria y, en particular, una gran cantidad en los contigs de la colección 
ambiental, indicando que en la segunda etapa del trabajo, la información obtenida en 
la secuenciación correspondería a plásmidos ambientales de alto peso molecular. Es 
importante tener en cuenta que, si bien todas las proteínas de los sistemas TA y de 
partición activa halladas en la colección ambiental fueron homólogas de otras 
encontradas en plásmidos, no puede descartarse que puedan ser de naturaleza 
cromosomal. En este trabajo no se ha avanzado en la identificación in silico de 
proteínas relacionadas al sistema de mantenimiento plasmídico por resolución de 
multímeros, ya que las mismas pertenecen a la gran familia de recombinasas junto a 
las presentes en otros MGE como ISs, transposones e integrones, hecho que dificulta 
su identificación. 
Debido al importante papel que juegan los plásmidos en la transferencia de la 
información y la evolución en las bacterias en general, es esperable encontrar en estos 
vectores, módulos que le confieran la capacidad de moverse eficientemente entre 
microorganismos. Si bien todos los plásmidos son potencialmente transferibles por 
transformación, el mecanismo de transferencia horizontal de plásmidos que más ha 
aportado a la evolución bacteriana, es la conjugación. Por esta razón, es de esperar 
que aquellos vectores que puedan moverse a través de este mecanismo de HGT sean 
más eficientes en la transferencia de la información. En efecto, tanto en la colección 
hospitalaria como en la ambiental se han encontrado genes que codifican para 
proteínas de movilización plasmídica por conjugación. En general existe una relación 
lógica entre el tamaño de los plásmidos y su naturaleza movilizable o autotransmisible: 
los plásmidos autotransmisibles, que requieren de una maquinaria conjugativa 
completa (Dtr y Mpf) son más grandes y los pequeños, son movilizables (Smillie et al., 
2010). Esto también pudo verse reflejado en los plásmidos de la colección hospitalaria 
ya que pIH2 de 42 Kb fue el único posiblemente autotransmisible. El resto de los 
vectores en los que fueron reconocidas proteínas de conjugación, fueron todos de 
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índole movilizable y de bajo peso molecular. En el caso de la colección ambiental, se 
han podido reconocer genes pertenecientes tanto al Mpf como al Dtr en varios 
contigs. La presencia de genes de proteínas del sistema de secreción tipo 4 (Mpf), 
indican potencialmente que se trata de plásmidos conjugativos, y por lo tanto, de 
plásmidos de mayor peso molecular. 
Debido a la función que cumple durante la transferencia conjugativa y su 
universalidad en todos los plásmidos que pueden moverse por conjugación, la proteína 
relaxasa ha sido utilizada para idear un criterio de clasificación plasmídica. Francia et 
al., 2004 y luego Garcillan-Barcia et al., 2009 propusieron un método basado en la 
similitud encontrada en el dominio funcional de estas proteínas relaxasas. Haciendo 
uso de las secuencias N-ter, la gran mayoría de las relaxasas identificadas en este 
trabajo permitieron clasificar a los plásmidos que la codifican. Sin embargo, no se pudo 
inferir ninguna tendencia asociada al origen de los plásmidos y los grupos del que 
formaron parte, de la misma forma que ocurrió en la clasificación según sus Reps. No 
obstante, de la totalidad de relaxasas clasificadas, existió un sesgo hacia el grupo 
MOBQ. Esta gran familia se compone de plásmidos de múltiples y variados orígenes 
como así también de plásmidos conjugativos y movilizables (Francia et al., 2004). En 
general, las relaxasas se ubicaron formando parte del subgrupo MOBQ1 (exclusivo de 
plásmidos movilizables y amplio rango de huésped), o fueron encontradas 
estrechamente relacionadas conformando un nuevo grupo definido en este trabajo 
MOBQ4, en donde todos los miembros lo constituyen plásmidos del género 
Acinetobacter. Si bien es necesario incorporar más secuencias a este análisis para darle 
mayor robustez, es evidente la conservación de estas proteínas en plásmidos de 
Acinetobacter que provienen de ambientes distantes. Sorprendentemente, al 
caracterizar al nuevo grupo MOBQ4 en sus propiedades de movilización se observó que 
a pesar que las relaxasas se encuentran estrechamente relacionadas, existe un 
comportamiento diferencial en la frecuencia de conjugación dependiendo del 
plásmido helper utilizado. Hechos similares han sido previamente descriptos para 
plásmidos de bacterias del suelo conocidas como rizobios, donde el fenotipo de 
transferencia conjugativa de un plásmido particular depende no sólo de los genes que 
codifica, sino también del entorno genómico (es decir, otros replicones co-residentes) 
138 
 
(Torres Tejerizo et al., 2014). Este hecho, demuestra que la clasificación de plásmidos 
según sus proteínas de conjugación no debe tomarse a la ligera y es necesario realizar 
ensayos funcionales paralelos que garanticen las propiedades de movilización desde 
distintos entornos.  
Los resultados mostrados en este trabajo de Tesis en conjunto demuestran que 
los plásmidos de Acinetobacter spp. han evolucionado para convertirse en vectores 
especializados en la transferencia de la información. Se pudo demostrar que existen 
estructuras modulares eficientes y muy conservadas que son responsables de la 
herencia estable y propagación de los plásmidos como entidades independientes y que 
la información accesoria se encuentra en dinámica constante, pudiendo ser adquirida 
dentro de estas estructuras especializadas para luego transferirse horizontalmente. 
El estudio realizado en este trabajo de Tesis sobre los módulos plasmídicos de 
bacterias del género Acinetobacter se espera contribuya al aumento de la información 
sobre la biología de estos vectores, abriendo camino a la comprensión de la dinámica 
evolutiva de Acinetobacter hacia su establecimiento como un patógeno nosocomial. 
Así también, se espera que aporte conocimiento a la biología de los plásmidos en 

















Tabla A.1 Proteínas homólogas a los ORFs de los plásmidos de la colección hospitalaria de Acinetobacter spp. 
 
 




two-component system, OmpR family, 
heavy metal sensor histidine kinase CusS 






pIH1_1128_991 hypothetical protein SEEKN312_16340 Salmonella enterica ERN76790.1 
  
96 
pIH1_1127_1561 PcoE  Proteobacteria WP_000723069.1 
  
100 
pIH1_2082_1786 plasmid stabilization protein ParE Enterobacter hormaechei  KJP73628.1 ParE_toxin PF05016  100 
pIH1_2329_2069 CopG  transcripcional regulator Proteobacteria WP_013087106.1 ParD_antitoxin PF03693 100 






pIH1_3362_4132 conjugal transfer protein TraX 
Enterobacter cloacae 
complex 
WP_032638097.1 TraX PF05857 100 






pIH1_5370_4564 hypothetical protein 
Enterobacter cloacae 
complex 
WP_045328474.1  DUF4225 PF13988 100 







     
pIH1_7333_6320 Replication initiation protein 
Enterobacter cloacae 
complex 
WP_045328476.1 IncFII_repA PF02387 100 






pIH1_8705_7917 DSBA oxidoreductase 
Enterobacter cloacae 
complex 
WP_047716262.1  Thioredoxin_4  PF13462 100 












pIH1_9927_9517 hypothetical protein 
Enterobacter cloacae 
complex 
WP_045325832.1 DUF1380 PF07128 100 
pIH1_10397_9969 antirestriction protein  
Enterobacter cloacae 
complex 
WP_045325833.1 Antirestrict PF03230 100 
pIH1_10525_10394 hypothetical protein Enterobacter cloacae  YP_003602574.1 
  
100 






pIH1_11174_10752 hypothetical protein 
Enterobacter cloacae 
complex 
WP_045325835.1  DUF1380 PF07128 100 
pIH1_11451_11230 hypothetical protein Proteobacteria WP_013087144.1 
  
100 
pIH1_12140_11448 DNA methylase 
Enterobacter cloacae 
complex 
WP_045325837.1 N6_N4_Mtase PF01555 100 


















pIH1_14382_13720  Mediator of plasmid stability 
Enterobacter cloacae 
complex 
WP_045325846.1 Plasmid_stab_B PF10784 100 
pIH1_15356_14385 StbA family protein 
Enterobacter cloacae 
complex 
WP_045328477.1 StbA PF06406 100 
pIH1_15588_16019 protein impA 
Enterobacter cloacae 
complex 
WP_045328478.1 Peptidase_S24  PF00717 100 
pIH1_16019_17290 DNA polymerase V subunit UmuC  Enterobacter hormaechei WP_045328479.1 IMS  PF00817 100 
pIH1_17799_18503 
RepB family plasmid replication initiator 
protein 
Enterobacteriaceae WP_029403849.1 Rep_3 PF01051 100 
pIH1_18732_18580 hypothetical protein* Enterobacter hormaechei WP_072051075.1 
  
100 






pIH1_20202_19561 hypothetical protein Enterobacter hormaechei WP_045328446.1  CbiA MipZ 
 PF01656  
PF09140 
100 
pIH1_20394_21677 hypothetical protein Enterobacter hormaechei WP_045328449.1  DUF1173 PF06666 100 
pIH1_22464_21682 Resolvase Enterobacter hormaechei WP_045328451.1  Phage_integrase PF00589 100 
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pIH1_24547_25638 repC-like protein%2C plasmid replication  Klebsiella pneumoniae SAU96169.1 
  
85 
pIH1_25640_27865 exclusion suppressor FxsA  
Enterobacter cloacae 
complex 
WP_040119771.1  KAP_NTPase PF07693 100 
pIH1_28812_27913 hypothetical protein 
Enterobacter 
hormaechei 
WP_045328458.1  TIR-like PF10137 100 












pIH1_32850_33080 Virulence-associated protein vagC Enterobacter sp. EUM08956.1 MazE_antitoxin PF04014 100 
pIH1_33077_33487 PilT protein domain-containing protein 
Enterobacter cloacae 
complex 
WP_032662169.1 PIN PF01850 100 






PF13476    
PF13175 
100 






 PF00580  
PF01443 
100 




     
pIH1_36679_37587 HNH endonuclease 
Enterobacter 
hormaechei 
WP_045328465.1 HNH  PF01844 100 
pIH1_38123_37773 putative exported protein Proteobacteria WP_000647571.1 DUF305  PF03713 100 
pIH1_38819_38271 SilE Escherichia coli EIL53026.1 
  
100 






pIH1_41101_40421 transcriptional regulatory protein CusR  Enterobacter sp. EUM08948.1 









copper/silver efflux system outer membrane 
protein CusC 




pIH1_42705_43058 cation efflux system protein CusF Atlantibacter hermannii  GAB52613.1 CusF_Ec PF11604 100 
pIH1_43172_44464 ation efflux system protein CusB Atlantibacter hermannii  GAB52612.1 HlyD_D23 PF16576 100 
pIH1_44475_47621 




WP_045328469.1 ACR_tran PF00873 100 
pIH1_47707_48147 hypothetical protein  Enterobacteriaceae WP_000720618.1  DUF411 PF04214 100 




E1-E2_ATPase                                    
YHS                                                         







pIH1_50757_50954 hypothetical protein Gammaproteobacteria WP_000843494.1 DUF2933 
 
100 
pIH1_51725_50988 peptidase M23  Enterobacteriaceae WP_000287499.1 Peptidase_M23  PF01551 
 

















pIH1_54515_55411 copper resistance protein B  
Enterobacter cloacae 
complex 
 WP_032662221.1  CopB PF05275 100 
pIH1_55451_55831  copper resistance protein CopC Enterobacter WP_032662224.1  CopC  PF04234 100 
pIH1_55836_56765  copper resistance protein CopD  Enterobacter WP_032662227.1 CopD  PF05425 100 






pIH1_57497_57997 histidine kinase* Salmonella enterica  KUD00754.1 
  
98 
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pIH2             
pIH2_433_972 hypothetical protein Enterobacteriaceae WP_001567334.1 
  
100 
pIH2_983_1432 hypothetical protein Enterobacteriaceae WP_039021304.1 
  
100 
pIH2_1416_1958 hypothetical protein Enterobacteriaceae WP_001567332.1 
  
100 
pIH2_2030_2437 hypothetical protein Enterobacteriaceae WP_001567331.1 
  
100 
pIH2_2859_2671 hypothetical protein* Klebsiella pneumoniae KFJ78412.1 Resolvase PF00239 95 
pIH2_6193_3071 
Type I restriction-modification system 
restriction subunit R 
Salmonella enterica EHC71308.1 






pIH2_7586_6315 restriction endonuclease Escherichia coli WP_063114630.1 Methylase_S PF01420 100 
pIH2_9139_7583 
type I restriction-modification system subunit 
M  








pIH2_9955_9545 transposase Escherichia coli AMX43345.1 
  
100 
pIH2_10613_9948 FipA Klebsiella pneumoniae AEY80230.1 
  
100 















pIH2_15841_15365 TraK Klebsiella pneumoniae AEY80233.1 
  
100 
pIH2_16257_16688 StbA Klebsiella pneumoniae AEY80235.1 
  
100 
pIH2_16697_17413 StbB Enterobacteriaceae YP_004765036.1 
  
100 
pIH2_17416_17784 StbC Escherichia coli YP_004765035.1 
  
100 
pIH2_17846_18196 OrfD Enterobacteriaceae WP_014014961.1 
  
100 
pIH2_18437_18255 CcgAI protein Enterobacteriaceae EHC71319.1 
  
100 
pIH2_18755_18501 hypothetical protein Escherichia coli WP_000705249.1 
  
100 
pIH2_18984_18778 hypothetical protein Enterobacteriaceae WP_000809161.1  DUF905 PF06006 100 




ROS/MUCR transcriptional regulator domain 
protein 
Escherichia coli WP_063131941.1 ROS_MUCR PF05443 100 
pIH2_20284_20084 hypothetical protein Escherichia coli WP_000668241.1 
  
100 
pIH2_20595_20326 hypothetical protein Enterobacteriaceae WP_001108408.1 
  
100 
pIH2_21556_20765 hypothetical protein Escherichia coli WP_000210215.1 
  
100 
pIH2_21755_21871 hypothetical protein Klebsiella pneumoniae AEY80248.1 
  
100 
pIH2_22282_22452 hypothetical protein Klebsiella pneumoniae AEY80250.1 
  
100 
pIH2_22912_22502 hypothetical protein Escherichia coli WP_000254015.1 
  
100 
pIH2_23456_22905 ArdR-like protein Klebsiella pneumoniae AEY80251.1 
  
100 
pIH2_23750_23460 hypothetical protein Salmonella enterica  KJU69821.1 
  
100 
pIH2_24190_23768 ArdB protein Enterobacteriaceae WP_001642212.1 Antirestrict PF03230 100 
pIH2_24370_25155 Mpr family protein Pantoea stewartii  EHU01457.1 SprT-like PF10263 100 
pIH2_25962_25633 ArdK protein Enterobacteriaceae WP_014014957.1 KORA PF16509 100 
pIH2_27521_26637 RepA Enterobacteriaceae WP_000807122.1 RepA_C PF04796 100 
pIH2_27661_27993 hypothetical protein Escherichia coli WP_000140165.1 
  
100 
pIH2_28159_28767 Resolvase Enterobacteriaceae WP_000275218.1  Resolvase  PF00239 100 
pIH2_28949_28764 ribbon-helix-helix domain-containing protein Enterobacterales  WP_024562121.1  RHH_3 PF12651 100 
pIH2_29542_29234 hypothetical protein Enterobacterales WP_000733764.1  DUF3373  PF11853 100 
pIH2_29770_29546 hypothetical protein Enterobacterales  WP_024152270.1 
  
100 






 AKJ21350.1 Histone_HNS PF00816 100 
pIH2_30787_31434 TraL Escherichia coli YP_004765023.1 
  
99 
pIH2_31394_31669 KorA Klebsiella pneumoniae YP_006959332.1 
  
100 
pIH2_31636_31977 TraM Escherichia coli WP_001121032.1 TrbC PF04956 100 
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pIH2_35906_36943 TraD Enterobacteriaceae  WP_014014948.1  TrbL  PF04610 100 
pIH2_37162_37857 TraE Enterobacteriaceae WP_001208352.1 VirB8 PF04335 100 
pIH2_37868_38755 TraO Enterobacteriaceae WP_000758230.1 CagX   PF03524 100 
pIH2_38755_39888 TraF Enterobacteriaceae WP_000101920.1 TrbI PF03743 100 
pIH2_39939_40940 TraG Enterobacteriaceae WP_001076634.1 T2SSE  PF00437 100 
pIH2_40937_41464 Nuc Enterobacteriaceae WP_000715148.1 PLDc_2 PF13091 100 





hypothetical protein Escherichia coli WP_015060073.1 
  
100 
pIH2_42191_42448 hypothetical protein Escherichia coli WP_071977869.1 
  
100 
pIH3             
pIH3_74_280 Phage tail  protein 
Acinetobacter 
baumannii 
WP_072618703.1 NLPC_P60   PF00877 100 

















































pIH3_16550_15435 serine/threonine protein phosphatase 
Acinetobacter 
baumannii 
KQD34458.1  Metallophos  PF00149 100 





























WP_052751897.1 RecA  PF00154  100 




WP_000429229.1  5_3_exonuc PF01367 100 

































pIH3_29826_28582 porphyrin biosynthesis protein  
Acinetobacter 
baumannii 
WP_000063931.1  AAA_5  PF07728 100 
pIH3_31893_29971 cobalamin biosynthesis protein CobT 
Acinetobacter 
baumannii 
 WP_046693286.1  CobT_C PF11775 100 
pIH3_32328_32134 hypothetical protein Acinetobacter  WP_000047261.1 
  
100 
pIH3_32750_33169 hypothetical protein 
Acinetobacter 
baumannii 
 WP_000833466.1 HTH_3 PF01381 100 
pIH3_33509_34093 Integrase Acinetobacter  WP_000124734.1 Phage_integrase  PF00589 100 
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WP_000770709.1  ParA  PF10609 100 














pIH3_37064_36492 Guanylate kinase  
Acinetobacter 
baumannii 
WP_042757665.1 Guanylate_kin PF00625 100 






pIH3_38998_37583 DNA ligase 
Acinetobacter 
baumannii 
WP_032035719.1 DNA_ligase_A_M  PF01068 100 





























WP_046693285.1 Toprim_N  PF08275 100 




WP_000102028.1 DnaB_C PF03796 100 
pIH3_44281_43850 hypothetical protein Acinetobacter WP_000005905.1 
  
100 







RepB family plasmid replication initiator 
protein  




WP_000097414.1  Phage_lysozyme  PF00959 100 




   














phIH4             
phIH4_945_1064 CDS 
     







     






phIH4_5552_4506 hypothetical protein 
Acinetobacter 
baumannii 
WP_000027064.1  NA37 PF04245 100 






phIH4_7846_7730 Single-stranded DNA-binding protein 
Acinetobacter 
baumannii 
WP_001992235.1 SSB  PF00436 100 
phIH4_10645_8180  hypothetical protein 
Acinetobacter 
baumannii 
WP_001022397.1  DUF927 PF06048 100 


























phIH4_12288_11734 BRO family protein 
Acinetobacter 
baumannii 
EGJ68514.1 Bro-N  PF02498 100 
phIH4_12494_12285 DNA-binding protein  
Acinetobacter 
baumannii 
WP_001016479.1  HTH_39 PF14090 100 
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phIH5             
phIH5_1249_1485 prophage CP4-57 regulatory family protein  
Acinetobacter 
baumannii 
EXG30388.1  Phage_AlpA PF05930 100 
phIH5_1488_1697 DNA-binding protein 
Acinetobacter 
baumannii 
KOP84886.1 HTH_39 PF14090 100 
phIH5_1694_2203 BRO family, N-terminal domain protein 
Acinetobacter 
baumannii 
KOP84887.1  Bro-N  PF02498 100 


















phIH5_3569_5998 helicase  
Acinetobacter 
baumannii 
KOP84890.1 DUF927  PF06048 100 






phIH5_6252_6578 Single-stranded DNA-binding protein 
Acinetobacter 
baumannii 
WP_002126519.1 SSB  PF00436 100 









phIH5_9172_528 kilA-N domain protein  
Acinetobacter 
baumannii 
EXG30389.1  KilA-N PF04383 100 
pIH6             
pIH6_105_824 




WP_065996348.1 Rep_3  PF01051 99 






pIH6_2291_1095 P-type conjugative transfer protein TrbL 
Acinetobacter 
baumannii 
WP_004918993.1  TrbL  PF04610 100 






pIH6_3188_2442 conjugal transfer protein TrbJ Acinetobacter pittii WP_068564382.1 
  
100 
pIH6_3467_3192 mobilization protein  Acinetobacter pittii OCY51628.1 
  
100 
pIH6_3678_5096 hypothetical protein Acinetobacter junii WP_004919014.1 MobA_MobL PF03389 100 
pIH6_5744_5175 hypothetical protein Acinetobacter WP_004676221.1  KfrA_N PF11740 100 
pIH7             
pIH7_3048_1396 mobilization protein (MobL-like) Acinetobacter WP_068913314.1 MobA_MobL PF03389 99 
pIH7_3260_3562 hypothetical protein Acinetobacter WP_046128218.1 
  
100 
pIH7_4137_3580 TetR family transcriptional regulator Acinetobacter WP_016165572.1 TetR_N  PF00440 100 
pIH7_4482_4138 quaternary ammonium transporter  Acinetobacter indicus KJV38656.1 Multi_Drug_Res PF00893 100 




RepB family plasmid replication initiator 
protein  
Acinetobacter parvus WP_050042213.1 Rep_3  PF01051 100 
pIH8             
pIH8_1688_528 MobA/MobL family protein Acinetobacter  EFF84546.1 MobA_MobL PF03389 100 
pIH8_1687_1836 hypothetical protein Acinetobacter EFF84547.1 
  
100 
pIH8_1995_2771 hypothetical protein Acinetobacter  WP_000191151.1 
  
100 
pIH8_3050_4195 hypothetical protein Acinetobacter WP_002072939.1 
  
100 
pIH8_4510_4268 hypothetical protein* Acinetobacter EFF84550.1 
  
100 
pIH8_4611_4883 hypothetical protein Acinetobacter  EFF84551.1 
  
100 






pIH8_5171_5446 addiction module antitoxin  Acinetobacter WP_005140357.1 RelB  PF04221 100 
pIH8_5430_5720 addiction module toxin RelE  Acinetobacter WP_000176412.1 YafQ_toxin PF15738 100 
pIH8_5914_5768 hypothetical protein Acinetobacter KCX86360.1 
  
100 
pIH8_6432_5911 hypothetical protein Acinetobacter KCX95670.1 
  
100 
pIH8_7274_6957 hypothetical protein Acinetobacter WP_005065053.1 
  
100 




RepB family plasmid replication initiator 
protein  
Acinetobacter WP_005804946.1 Rep_3  PF01051 100 
pIH9             






pIH9_225_800 DNA replication protein Acinetobacter pittii 
WP_068553181.1 
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pIH9_3066_2527 hypothetical protein Acinetobacter tandoii WP_026441250.1 
  
96 
pIH9_4625_3762 transposase Acinetobacter johnsonii  WP_017397145.1 DDE_Tnp_1_3 PF13612 99 
pIH9_5545_4718 CDS 
     
pIH9_5766_5620 CDS 
     
pIH9_5765_6088 hypothetical protein 
     
pIH9_6094_6996 CDS 
     
pIH9_7018_7833 hypothetical protein Pelodictyon luteolum WP_011357468.1  AbiEii  PF08843 34 
pIH9_8314_7946 serine protease Acinetobacter schindleri] WP_004889734.1 Trypsin_2  PF13365 99 
pIH9_10168_9404 DNA replication protein 
Acinetobacter 
baumannii 
ADX94286.1 Rep_3  PF01051 99 
phIH10             
phIH10_831_1115  Phage-related protein 
Acinetobacter 
baumannii 
CAM86719.1 DUF2523 PF10734 100 
phIH10_1108_2352 zonula occludens toxin  
Acinetobacter 
baumannii 
WP_059264785.1 Zot PF05707 100 






























phIH10_3785_4942 replication protein 
Acinetobacter 
baumannii 
 WP_000505023.1 Rep_trans PF02486 100 












phIH10_5765_5983 alpha/beta hydrolase 
Acinetobacter 
baumannii 
WP_001093107.1  CoatB PF10389 100 




   
pIH11             







pIH11_1239_1358 hypothetical protein* Acinetobacter ODN53020.1 
  
92 
pIH11_1561_2490 RepB family plasmid replication initiator protein  
Acinetobacter 
radioresistens 
WP_075041377.1 Rep_3 PF01051 98 
pIH11_2569_3087 DNA replication protein Wuchereria bancrofti EJW84558.1 
  
98 






pIH11_4463_4759 hypothetical protein Acinetobacter johnsonii EEY94627.1  BrnT_toxin PF04365 93 
pIH11_4752_5060 toxin-antitoxin system, antitoxin component Acinetobacter WP_061855757.1 BrnA_antitoxin  PF14384 94 
pIH11_5350_5144 hypothetical protein Acinetobacter indicus WP_016658911.1 
  
88 
pIH11_7139_5355  hypothetical protein Acinetobacter indicus WP_016658912.1 






pIH12             
pIH12_924_772 transposase, IS4 family* Acinetobacter lwoffii  EEY88252.1  DDE_Tnp_1  PF01609 96 
pIH12_1395_1048 transposase, IS4-like family protein  Acinetobacter EKU58513.1 
DDE_Tnp_1_5 
PF13737 95 


















pIH12_3385_3137 transcriptional regulator  
Acinetobacter 
baumannii 
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pIH13             
pIH13_770_1558 adenylyltransferase  Acinetobacter parvus WP_050041693.1 NTP_transf_2  PF01909 100 
pIH13_3418_1604 
relaxase/mobilsation nuclease domain protein, 
MobA 
Acinetobacter lwoffii CTQ57091.1 Relaxase PF03432 100 
pIH13_3809_3408 mobilization protein Acinetobacter parvus WP_050041694.1 MobC  PF05713 100 
pIH14             












pIH14_1689_1333 hypothetical protein* 
Acinetobacter 
baumannii 
WP_057694189.1 Zot  PF05707 100 
















































pIH15             
pIH15_612_908 nucleotidyltransferase  Gammaproteobacteria  WP_006812575.1 NTP_transf_2 PF01909 100 
pIH15_905_1306 DUF86 domain-containing protein Proteobacteria WP_001293886.1 DUF86 PF01934 100 
pIH15_1296_1652 hypothetical protein Enterobacteriaceae WP_013279394.1 Cupin_2 PF07883 100 
pIH15_1907_2233 hypothetical protein Proteobacteria WP_003100858.1 
  
100 
pIH15_2230_2730 hypothetical protein Proteobacteria WP_003100856.1 
  
100 
pIH15_2727_3098 hypothetical protein Proteobacteria  WP_003100853.1 
  
100 
pIH15_3092_3649  DNA invertase  Proteobacteria WP_003100847.1  Resolvase PF00239 100 
pIH15_3686_4654 magnesium transporter Enterobacterales WP_032640602.1 CorA  PF01544 100 
pIH15_4746_5318 hypothetical protein Proteobacteria WP_004099040.1 
  
100 
pIH16             






pIH16_1772_849 RepB family plasmid replication initiator protein  
Acinetobacter 
baumannii 




WP_033107832.1 MobA_MobL  PF03389 100 



















pIH16_6059_5772 tonB dependent receptor family protein* 
Acinetobacter 
baumannii 
EXD79136.1 TonB_dep_Rec PF00593 100 
pIH16_6498_6145 tonB dependent receptor family protein* Acinetobacter  EXH20573.1 TonB_dep_Rec PF00593 99 
pIH16_7818_6667 hypothetical protein* 
Acinetobacter 
baumannii 
WP_073885355.1 Plug PF07715 100 
pIH16_8254_7946 toxin-antitoxin system, antitoxin component 
Acinetobacter 
baumannii 
 EKK14970.1 BrnA_antitoxin PF14384 100 








Tabla A.1 (continuación) 
 
Tabla A.2 Scaffolds remanentes no ensamblados 
 
 





Remaining_Scaffolds_1 resolvase/site-specific recombinase Acinetobacter WP_015060246.1 Resolvase PF00239 100 
Remaining_Scaffolds_2 
Mph(E) family macrolide 2'-
phosphotransferase Gammaproteobacteria WP_000155092.1  APH PF01636 100 









Transpeptidase  PF00905 100 
Remaining_Scaffolds_8 Transcriptional regulator, AraC family 
Acinetobacter 
baumannii ABO33300.1  AraC_binding  PF02311 100 
Remaining_Scaffolds_9 Transporter, LysE family 
Acinetobacter 
baumannii KKD17561.1 LysE PF01810 100 
Remaining_Scaffolds_10 integrase core domain protein* 
Acinetobacter 






Remaining_Scaffolds_12 Phosphoglucosamine mutase Bacteria WP_000251875.1 PGM_PMM_I  PF02878 100 
Remaining_Scaffolds_14 Dihydropteroate synthase 
Actinobacillus 
pleuropneumoniae  ACE62788.1  Pterin_bind PF00809 100 
Remaining_Scaffolds_19 Tn3 family Transposase Enterobacterales  WP_001553819.1 DDE_Tnp_Tn3 PF01526 100 






RepB family plasmid replication initiator 
protein 
Acinetobacter 
baumannii WP_071243275.1 Rep_3 PF01051 100 
Remaining_Scaffolds_32 IS630 family transposase Enterobacterales WP_040113301.1 DDE_3  PF13358 100 
Remaining_Scaffolds_33 peptide-methionine (R)-S-oxide reductase Proteobacteria WP_004099035.1 SelR  PF01641 100 
Remaining_Scaffolds_35 peptide-methionine (S)-S-oxide reductase Proteobacteria WP_004099036.1 PMSR PF01625 100 
Remaining_Scaffolds_34 Glutathione S-transferase Citrobacter freundii WP_071697937.1 GST_N PF02798 100 
Remaining_Scaffolds_37 Aminoglycoside N(3')-acetyltransferase* Citrobacter freundii OIZ48375.1 Antibiotic_NAT  PF02522 98 
Remaining_Scaffolds_36 Aminoglycoside N(3')-acetyltransferase* 
Acinetobacter 
baumannii KOA01622.1 Antibiotic_NAT  PF02522 99 
Remaining_Scaffolds_38 TEM family class A beta-lactamase Escherichia coli AMM70781.1 
Beta-
lactamase2 PF13354 100 
*Secuencia parcial 
 




pIH17             
pIH17_548_718 CDS 
     
pIH17_796_921 CDS 
     






pIH18             










WP_005133531.1 Rep_3 PF01051 100 






pIH18_3432_3950 Sel1 repeat protein 
Acinetobacter 
baumannii 
EKK18212.1 Sel1  PF08238 100 
pIH19             
















Tabla A.2 (continuación) 
 
Tabla A.3 Contigs plasmídicos de secuenciación ambiental 
 
R:Replicación; M:Mantenimiento (PAR-TA); C:Conjugacion; MGE:otros MGE (IS-TRansposasas); RS:Resistencia; MURR:Modificación 
/Unión /Restricción /Recombinación de ADN; HP:Proteinas Hipotéticas 
  
Contig Tamaño (pb) ORFs R M C MGE RS MURR HP OTRAS 





C003 20868 22   2         3 17 
C006 889 2 
   
2 
   
 C030 11721 12     8       4   
C033 1136 1 
 
1 
     
 C034 1004 2   1         1   
C038 8644 5 
  
2 
   
2 1 
C039 16756 21   2     2 2 8 7 
C046 13445 16 
  
2 
   
11 3 
C047 2466 1     1           
C048 3206 3 
  
3 
    
 C049 4065 4     2       2   







C052 19265 23   2   1 5   9 6 







C058 6359 5   1         4   




3 5 1 
C060 10049 14   3       1 10   
C063 3891 4 
  
2 
   
2 
 C064 3201 3     3           
C065 2469 1 
  
1 
    
 C066 30076 29   2 3   2 3 17 2 





 C070 6566 10   2   1     4 3 





 C075 2414 3   2           1 





 C096 8773 8 1 1   1     5   
C097 1387 3 
 
2 
     
1 
C099 4849 8   2       1 5   
C100 1725 3 
 
1 
    
1 1 
C101 6068 9   2       1 4 2 
C102 9053 7 1 
     
5 1 
C108 8600 13   2       1 4 6 
C109 10491 11 1 
     
9 1 
C112 5427 8     2       4 2 




3 6 5 
C127 12284 13     1     3 8 1 
C135 14368 10 
 
1 1 1 
  
6 1 
C136 929 1   1             
C148 5757 7 1 3 
    
2 1 
 





Remaining_Scaffolds_39 Transposase Klebsiella pneumoniae WP_072071487.1 HTH_7  PF02796 96 






 PF13610 100 





Tabla A.3 (continuación)l 
 
R:Replicación; M:Mantenimiento (PAR-TA); C:Conjugacion; MGE:otros MGE (IS-TRansposasas); RS:Resistencia; MURR:Modificación 
/Unión /Restricción /Recombinación de ADN; HP:Proteinas Hipotéticas 
 
Tabla A.4 Proteínas MURR homólogas en contigs plasmídicos ambientales 
 
 




DNA replication primase*  Acinetobacter lwoffii WP_004282024.1 
  
94 
Hypothetical protein  Acinetobacter lwoffii WP_005105839.1 Resolvase pfam00239 97 
C059 
N-6 DNA methylase  
Acinetobacter 
baumannii 
WP_017817001.1 N6_Mtase  pfam02384 46 






DNA-binding protein*  
Acinetobacter sp. 
MDS7A 
WP_019838112.1 Histone_HNS  pfam00816 61 






Contig Tamaño (pb) ORFs R M C MGE RS MURR HP OTRAS 
C158 10731 12 1         2 8 1 




1 6 1 
C161 5860 7     1       4 2 
C171 6403 6 1 
    
1 4 
 C178 2038 5   2         3   
C179 8018 11 1 
     
10 
 C180 1992 4   1       1 2   
C188 6347 5 
  
1 
   
3 1 
C190 9238 11 1           10   
C211 4718 6 1 
    
1 3 1 
C212 4881 8   2         5 1 
C214 9126 10 
 
3 1 2 
  
3 1 
C226 6412 9   2   3 2   1 1 
C230 10183 10 1 
 
1 
   
7 1 
C231 7597 11     2       9   
C239 2092 1 
 
1 
     
 C241 779 1 1               
C250 5856 7 1 
    
1 5 
 C252 2190 3   2         1   
C272 5162 5 1 2 
    
1 1 
C281 3810 7   2         2 3 
C289 8300 12 1 
    
1 9 1 
C290 2213 2 1           1   







 C300 2395 6   2         3 1 
C303 4550 6 
 
1 1 
   
4 
 C304 4076 7   1   2 2   1 1 
C309 4002 9 
 
2 
    
6 1 
C334 5523 7 1         1 5   
C338 2093 1 
 
1 
     
 C342 2583 2 1           1   
C360 1298 2 
  
1 
   
1 
 C426 1491 1 1               
C465 1136 1 
 
1 
     
 C525 780 1 1               
C681 335 1 
 
1 




Tabla A.4 (continuación) 
 
  


















CEI50949.1  Resolvase pfam00239 98 





























C108 Transcriptional regulator  
Acinetobacter 
baumannii 
WP_005129404.1 HTH_31  pfam13560 86 
C122 
Hypothetical protein  Acinetobacter lwoffii WP_005105839.1  Resolvase pfam00239 98 
Hypothetical protein  
Acinetobacter 
gyllenbergii 
WP_065343442.1 UvrD-helicase pfam00580 66 
ATP-dependent 
endonuclease  




Providencia sneebia WP_008916983.1  DNA_methylase pfam00145 87 
DNA (cytosine-5-)-
methyltransferase  
Providencia sneebia WP_008916985.1 DNA_methylase pfam00145 91 
Retron-type reverse 
transcriptase (plasmid)  
Acinetobacter 
baumannii ACICU 
ACC59006.1 RVT_1 pfam00078 88 
C158 






Hypothetical protein  
Acinetobacter 
bohemicus 
WP_004648508.1 Exo_endo_phos pfam03372 96 
C159 Transcriptional regulator*  
Acinetobacter 
baumannii 
WP_032051878.1 - - 71 
C171 Resolvase  Acinetobacter WP_004641851.1  Resolvase  pfam00239   86 
C180 Resolvase  
Acinetobacter sp. NIPH 
713 
WP_034608914.1 





C211 Transcriptional regulator*  Thauera WP_002925881.1  HTH_3 pfam01381 93 









C289 Transcriptional regulator  Acinetobacter WP_005175518.1 HTH_19 pfam12844 71 









Tabla A.5 Proteínas de resistencia homólogas en contigs plasmídicos ambientales 
 
  







MFS transporter  
Paraburkholderia 
andropogonis 
WP_046152696.1  MFS_1 pfam07690 41 
Membrane fusion protein, 
multidrug efflux system  
Rhizobium loessense SCW46798.1 HlyD pfam00529 34 
C050 




WP_005407466.1 DUF4113 pfam13438 86 
C052 
Arsenical resistance protein ArsH  Acinetobacter WP_034583466.1  FMN_red pfam03358 97 
Cation transporter (Co, Zn,Cd 
efflux) 
Acinetobacter towneri WP_070153973.1 Cation_efflux pfam01545 80 
Cd(II)/Pb(II)-responsive 




WP_024436134.1  MerR_1 pfam13411 79 




WP_014914353.1 MarR pfam01047 97 
TetR family transcriptional 
regulator  
Halotalea alkalilenta WP_052364809.1 TetR_N pfam00440 57 
C057 
Hypothetical protein (EmrA) Acinetobacter schindleri WP_004894705.1 HlyD pfam00529 99 
MFS transporter (EmrB) Acinetobacter schindleri WP_004894703.1  MFS_1 pfam07690 99 
Multidrug transporter  Acinetobacter pittii WP_046813591.1 OEP pfam02321 98 
TetR family transcriptional 
regulator  
















protein  (UmuC) 
Acinetobacter 
radioresistens  





Acinetobacter sp.  YP_009067222.1 MarR pfam01047 100 
Organic hydroperoxide 
resistance protein  




Acinetobacter sp.   SEP07623.1 NTP_transf_2 pfam01909 100 
C304 
Copper resistance protein B  
Acinetobacter 
haemolyticus 
WP_017395661.1 CopB pfam05275 99 
Copper oxidase  
Acinetobacter 
haemolyticus 




Tabla A.6 Proteínas Rep_3 de Acinetobacter spp. de base de datos utilizadas para contrucción del árbol filogenético 
 
Proteína N°Acceso  Plásmido Género/especie 
 
Proteína N°Acceso  Plásmido Género/especie 
Rep_3 WP_000818857.1 p6200-114.848 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_000987942 pNaval17-13 A. baumannii 
Rep_3 WP_038350249 p6200-9.327 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_002011482.1 pNaval18-8.4 A. baumannii 
Rep_3 WP_001208776.1 pCS01C A. baumannii 
 
Rep_3 WP_000185726.1 pNaval81-26(a) A. baumannii 
Rep_3 WP_001208776.1 IV(CR17) A. baumannii 
 
Rep_3 WP_001208779 pNaval81-26(b) A. baumannii 
Rep_3 WP_000534216.1 pIOMTU433 A. baumannii 
 
Rep_3  WP_000987942 pNaval81-13 A. baumannii 
Rep_3 WP_001205343 pA1-1 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_000818857  pOIFC032-101 A. baumannii 
Rep_3 WP_001205343.1 p2AB5075 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_000711927.1 pOIFC143-2.3 A. baumannii 
Rep_3 WP_000818857.1 pAB386 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_000845851 pOIFC143-6.2 A. baumannii 
Rep_3 WP_000534216.1 pAB04-1 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_000818857  pOIFC189-111 A. baumannii 
Rep_3 WP_000743064.1 pAB3 A. baumannii 
 
Rep_3  WP_001205343  pPKAB07 A. baumannii 
Rep_3 WP_000845851.1 pCMC8300(a) A. baumannii 
 
Rep_3 CAP02936.1 p1ABSDF A. baumannii 
Rep_3 WP_005804946.1 pCMC8300(b) A. baumannii 
 
Rep_3 CAP02944.1 p2ABSDF(a) A. baumannii 
Rep_3 YP_213946.1 pMAC A. baumannii 
 
Rep_3 CAP02966 p2ABSDF(b) A. baumannii 
Rep_3 YP_001736296.1 pABIR A. baumannii 
 
Rep_3 CAP02976 p3ABSDF(a) A. baumannii 
Rep_3 YP_002967453.1 pABVA01 A. baumannii 
 
Rep_3 CAP02983.1 p3ABSDF(b) A. baumannii 
Rep_3 YP_003293957 pMMCU2 A. baumannii 
 
Rep_3 CAP02992  p3ABSDF(c) A. baumannii 
Rep_3 YP_006960403 pMMCU3 A. baumannii 
 
Rep_3   ADX94286 p1ABTCDC0715 A. baumannii 
Rep_3 YP_006961790.1 pMMD A. baumannii 
 
Rep_3 WP_000095317 pABUH5-114 A. baumannii 
Rep_3 YP_006964864  pAB120 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_032021082.1 pABUH2a-5.6 A. baumannii 
Rep_3 YP_008090880.1 pAB-NCGM253 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_005804946.1 pABUH3b-7.8 A. baumannii 
Rep_3 YP_008658574  p1ABIBUN A. baumannii 
 
Rep_3 WP_000818857  pABUH4-111 A. baumannii 
Rep_3 YP_009066530  pA85-2cloneGC1 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_001208778.1 pABUH6b-10 A. baumannii 
Rep_3 YP_009066626  pAB-G7-1 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_005804946.1 pABUH3a-8.2 A. baumannii 
Rep_3 YP_009070331.1 AbATCC329 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_004282236.1 pABUH2b-5.4 A. baumannii 
Rep_3 WP_001205343 pD36-3 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_001205343.1 pABUH6a-8.8 A. baumannii 
Rep_3 WP_000140303 pD36-4(a) A. baumannii 
 
Rep_3 WP_000818856  ZW85p2 A. baumannii 
Rep_3 WP_000786839  pD36-4(b) A. baumannii 
 
Rep_3 YP_003090213.1 pMMCU1 A. calcoaceticus  
Rep_3 WP_002124966 II(CIP70.10) A. baumannii 
 
Rep_3 WP_000064928.1 pXM2 A. calcoaceticus  
Rep_3 WP_002124966 II(R2091) A. baumannii 
 
Rep_3 WP_049068997.1 pXBB1-9 A. johnsonii  
Rep_3 WP_001205343 p1ABST78 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_058952620.1 pXBB1-1 A. johnsonii  
Rep_3 WP_001205343 p2ABST2(a) A. baumannii 
 
Rep_3  WP_058952625 pXBB1-2 A. johnsonii  
Rep_3 WP_000845976.1 p2ABST2(b) A. baumannii 
 
Rep_3 WP_058952636 pXBB1-3 A. johnsonii  
Rep_3 WP_001205343 pAB0057 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_001205341 pXBB1-4 A. johnsonii  
Rep_3 WP_001205343 pAB5075 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_006582659.1 pXBB1-5 A. johnsonii  
Rep_3  AHX30527 pAC12 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_058952649.1 pXBB1-6 A. johnsonii  
Rep_3 AHX67213  pAC30a A. baumannii 
 
Rep_3 WP_004637173.1 pXBB1-8 A. johnsonii  
Rep_3 WP_001205343 pACICU1(a) A. baumannii 
 
Rep_3 WP_000064928 p6411-89.111 A. nosocomialis 
Rep_3 WP_000845976 pACICU1(b) A. baumannii 
 
Rep_3  WP_050049553 p6411-66.409(a) A. nosocomialis 
Rep_3 ABO13860.1 pAB1 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_050049564  p6411-66.409(b) A. nosocomialis 
Rep_3 ABO13861 pAB2 A. baumannii 
 
Rep_3 YP_009068008  pMS32-3 A. pittii  
Rep_3 WP_001031297 p1ABAYE A. baumannii 
 
Rep_3 YP_009070446 pMS32-1 A. pittii  
Rep_3 WP_001205343 p2ABAYE A. baumannii 
 
Rep_3 WP_005407388 pWCA157-7.5 A. radioresistens  
Rep_3  WP_000064928 p3ABAYE A. baumannii 
 
Rep_3  WP_005108939 pWCA157-71(a) A. radioresistens  
Rep_3  WP_000534216 p2BJAB07104 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_004782596.1 pWCA157-71(b) A. radioresistens  
Rep_3 WP_001205343  p1BJAB0868 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_005407445 pWCA157-53 A. radioresistens  
Rep_3 WP_000534216   p3BJAB0868 A. baumannii 
 
Rep_3 YP_009067182 pM131-8 Acinetobacter sp. 
Rep_3 WP_001205343 pCanadaBC5-8.7 A. baumannii 
 
Rep_3 YP_009067189 pM131-6 Acinetobacter sp. 
Rep_3 WP_000845851  pD1279779 A. baumannii 
 
Rep_3 YP_009067213 pM131-3 Acinetobacter sp. 
Rep_3 WP_001208779  pIS123-12 A. baumannii 
 
Rep_3 YP_009070345 pM131-5 Acinetobacter sp. 
Rep_3 WP_000185725 pIS123-18 A. baumannii 
 
Rep_3  YP_009070355  pM131-2 Acinetobacter sp. 
Rep_3 WP_000845851 pABLAC1 A. baumannii 
 
Rep_3 YP_001661463 pAV1 A. venetianus 
Rep_3 WP_000818857  pABTJ2 A. baumannii 
 
Rep_3 YP_001661474 pAV2 A. venetianus 
Rep_3 WP_000534216  pMDR-ZJ06 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_002046604   pAV3(a) A. venetianus 
Rep_3 WP_001205343   pMRSN58-8.7 A. baumannii 
 
Rep_3 WP_019383599 pAV3(b) A. venetianus 
Rep_3 WP_001205343 pMRSN7339-8.7 A. baumannii 
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